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La Listeria monocytogenes è un batterio aerobio/anaerobio facoltativo, patogeno per 
l’uomo e per gli animali. E’ responsabile di gravi patologie come le meningiti, 
meningoencefaliti, setticemie, aborto e infezioni prenatali con un elevato tasso di 
letalità (20-30%) nei soggetti immuno-compromessi, bambini, anziani e donne in 
gravidanza. Obiettivo di questo studio è stato quello di caratterizzare, attraverso l’uso 
di metodiche molecolari, isolati appartenenti alla specie L. monocytogenese testare e 
la sensibilità antimicrobica delle specie L. monocytogenes e L. innocua. Nello studio 
sono stati analizzati 76 ceppi derivanti da campioni alimentari ed ambientali, 
prelevati in precedenti sedute di campionamento. Dalle prove fenotipiche di 
conferma il 54 % degli isolati è risultato appartenere alla specie L. monocytogenes, 
mentre il 46 % ad altre specie. Con l’analisi molecolare gli isolati sono stati 
identificati in maniera più specifica; il 47 % è quindi risultato appartenere alla specie 
L. monocytogenes, mentre il 29 % e 24 % alle specie L. innocua e L. welshimeri, 
rispettivamente. Dalla sierotipizzazione è emerso come il 44,4 % degli isolati di L. 
monocytogenes appartenga al sierotipo 1/2c, il 39 % al sierotipo 1/2a ed il 17 % al 
sierotipo 4b. Dai risultati della multiplex PCR per il profilo patogenetico si evince 
che, a causa dell’alta prevalenza dei geni di virulenza (inlA 86,1%, inlB 100%, iap 
100%, rrn 97,2%, hlyA 98 %, prfA 98 %, plc A97,2%, plcB 97,2%, mpl 100%, actA 
30,5%), sono potenzialmente pericolosi per il consumatore. Mediante la PFGE è 
stato possibile raggruppare i 28 differenti pulsotipi identificati soltanto in 4 Profili 
PFGE (A,B,C e D), rivelando una elevata diversità genetica. Gli isolati esaminati 
hanno mostrato, inoltre una elevata sensibilità agli antimicrobici utilizzati come 
prima scelta nella terapia della listeriosi (Ampicillina e Gentamicina) ma una certa 
resistenza a quelli utilizzati come seconda scelta (Vancomicina ed Eritromicina) 
nelle donne in gravidanza e nei pazienti allergici ai ß-lattamici. Inoltre, elevati livelli 
di resistenza nei confronti degli antibiotici comunemente impiegati nella cura delle 
principali patologie del suino (Eritromicina, Ciprofloxacina, Tetraciclina e 
Cefotaxime) potrebbero essere legati al loro prolungato utilizzo all’interno 
dell’allevamento. Il presente studio fornisce quindi un apporto alle conoscenze 
relative alla virulenza e alla caratterizzazione di L. monocytogenes isolati dalla 
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informazioni relative alla sensibilità naturale o acquisita agli antibiotici delle specie 
L. monocytogenes e L. innocua, al fine di facilitare la scelta degli antibiotici e 
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La salsiccia sarda stagionata rappresenta il prodotto di punta della salumeria 
regionale ed è inserita nell’elenco dei prodotti tradizionali della Sardegna (art.8 
Decreto Legislativo n. 173/98, art. 2 Decreto Ministeriale n. 350/99).  La produzione 
della salsiccia sarda copre circa il 55% dei consumi ed è orientata prevalentemente ai 
mercati locali; soltanto una quantità di prodotto pari al 2% è, infatti, destinata ai 
mercati nazionali ed internazionale (Agenzia Laore 2011-2012). La salsiccia sarda 
stagionata rientra nella categoria degli alimenti "ready to eat" (RTE), ovvero alimenti 
pronti per il consumo, meglio definiti dal Reg. 2073/05 come “prodotti alimentari 
destinati dal produttore o dal fabbricante al consumo umano diretto, senza che sia 
necessaria la cottura o altro trattamento per eliminare o ridurre a un livello 
accettabile i microrganismi presenti”. Gli alimenti RTE hanno caratteristiche tali da 
permettere la contaminazione microbica da parte di Listeria monocytogenes, che 
rappresenta un potenziale rischio per la salute umana, in quanto in grado di 
sopravvivere a bassi valori di pH, alle basse temperature e in ambienti ad elevata 
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responsabili della presenza del patogeno è rappresentato dal mancato rispetto delle 
buone pratiche igieniche e di lavorazione (AFSSA, 2000).  
La prevenzione della listeriosi avviene attraverso una serie di interventi combinati a 
livello internazionale. Il Reg. CE 2073/2005 stabilisce i limiti microbiologici per gli 
alimenti ponendo particolare attenzione al rischio associato a L. monocytogenes, e si 
rivolge a tutti gli operatori del settore alimentare (OSA) che operano nelle diverse 
fasi della filiera, comprese la vendita al dettaglio e la grande distribuzione. Nel 
Regolamento, per quanto concerne il criterio di Sicurezza alimentare, vengono 
stabiliti diversi livelli di tolleranza al patogeno in relazione alla destinazione d’uso 
dell’alimento. Attraverso un’attenta valutazione del rischio è, quindi, possibile 
prevedere il livello di contaminazione microbica del prodotto e confrontarlo con 
valori accettabili di incidenza dell’infezione umana (ALOP). In questo modo gli 
OSA possono raggiungere gli obiettivi di sicurezza alimentare previsti dalla norma, 
secondo i propri standard produttivi, in linea con i principi previsti dal sistema 
H.A.C.C.P. La sorveglianza delle listeriosi è garantita dalla collaborazione delle 
diverse istituzioni sia a livello comunitario che nazionale. Il Reg.CE n.178/2002 
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listeriosi, mentre il rischio associato a taluni prodotti viene notificato dal RASFF 
(Rapid Alert System for Food and Feed) ai diversi Stati Membri. Anche a livello 
nazionale, infatti, in base al D.M. 15/12/1990 la listeriosi è una malattia soggetta a 
notifica obbligatoria. Il sistema PulseNet Europa nasce, invece, dalla collaborazione 
tra il Centre National de la Recherche Scientifique e l’Istituto Pasteur e si basa sulla 
condivisione di un database contenente i profili genetici dei ceppi isolati ed 
identificati nei diversi Paesi europei. La European Centers for Disease Control and 
Prevention (ECDC), istituita in Europa nel 2005 raccoglie, invece, i dati sulle 
principali zoonosi e malattie a trasmissione alimentare. La valutazione del rischio di 
contaminazione da L. monocytogenes negli alimenti RTE viene invece effettuata 
dalla Food and Drug Administrator per la sicurezza alimentare (FDA) (Gandhi et al., 
2007). Per la lotta a questo microrganismo è necessaria, quindi, la collaborazione tra 
i vari paesi a livello internazionale, in modo da ottenere risultati omogenei. 
Numerosi studi di caratterizzazione fenotipica o molecolare hanno ormai accertato 
come i ceppi di L. monocytogenes differiscano tra loro, in particolare per l’ecologia e 
l’associazione ospite-patogeno. Un valido supporto nello studio di questo 
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sequenze degli acidi nucleici, permettono di tipizzare vari ceppi isolati da casi clinici 
nell’uomo e negli animali, dagli alimenti o dagli ambienti di lavorazione (Orsi et al., 
2011). I primi studi relativi all’isolamento della L. monocytogenes negli alimenti per 
mezzo di metodiche molecolari risalgono al1990. Da allora, i progressi nel campo 
delle biotecnologie hanno permesso lo sviluppo di nuovi metodi diagnostici per la 
rilevazione di microrganismi patogeni, quali L. monocytogenes, negli alimenti e negli 
ambienti di lavorazione, la loro classificazione e la loro tipizzazione (Cocolin et al., 
2002) e si sono, inoltre, rivelati più rapidi ed affidabili rispetto ai metodi 
microbiologici tradizionali (Alessandria et al., 2010). Tra i metodi di tipizzazione 
molecolare che permettono di valutare l'eterogeneità genetica, le tecniche basate sulla 
PCR, che implicano l’amplificazione enzimatica di segmenti di DNA, hanno 
dimostrato essere quelle più efficaci. Il metodo di riferimento utilizzato nella 
Comunità Europea e negli Stati Uniti per la tipizzazione di ceppi di L. 
monocytogenes a fini epidemiologici, è invece, l’elettroforesi in campo pulsato 
(PFGE) che, nonostante abbia dei tempi di esecuzione particolarmente lunghi (5-7gg) 
(Cocolin et al., 2005), permette una migliore identificazione e controllo dei focolai di 
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provenienti da casi associati e da epidemie permette di valutare l’esistenza di una 
causa comune da ricercarsi nell’alimento ed i dati raccolti attraverso l’identificazione 
dei cluster di ogni epidemia consentono diidentificare con maggior precisione la 
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INTRODUZIONE 
Nell’ambito delle produzioni zootecniche nazionali, il settore suinicolo è sicuramente 
uno dei più importanti. Nella classifica europea l’Italia è al settimo posto, con un 
numero di capi censiti di circa 9 milioni, preceduto da Germania, Spagna, Francia, 
Polonia, Danimarca e Olanda (Laore, 2013). La maggior parte degli allevamenti (75-
80%) si concentra nelle regioni a più intensa suinicoltura quali la Lombardia che 
detiene il 50% del patrimonio suinicolo nazionale), l’Emilia Romagna, il Piemonte 
ed il Veneto (Figura 1). 
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Nel nostro paese il consumo di carne suina ha ormai superato quello della carne 
bovina poiché, oltre ad un costo più basso, possiede anche una quantità di grassi 
inferiore. Il numero di capi abbattuti in Italia nel 2012 si è attestato intorno ai 
13.377.139 (+ 2,1% rispetto al 2011); di questi il 5% era rappresentato dai lattonzoli, 
il 6% dai magroni e l’89% da suini pesanti destinati all’industria di lavorazione 
(ERSAF 2012). Secondo i dati riportati dall’Istat nel 2014, il consumo di carne suina 
in Italia è stato, invece, di circa 1.824.000 tonnellate, con un consumo pro capite di 
30,3 kg, tra carni fresche e salumi. Le tipologie principalmente prodotte in Italia 
sono: il suino magro-leggero, macellato attorno ai 110 kg di peso vivo, e quello 
pesante destinato alla trasformazione, destinato per il 95% circa delle macellazioni 
alla produzione di salumi). Quest’ultimo rappresenta una produzione tipicamente 
italiana e richiede capi di peso elevato (> 140 kg), maturi (9-12 mesi di età) e 
appartenenti a determinati ceppi genetici. L’Italia è, inoltre, il paese leader in Europa 
per numero di salumi DOP ed IGP (39 salumi tutelati) ed i suini pesanti certificati ai 
fini delle produzioni DOP sono pari a 7,96 milioni di capi. Tuttavia nel 2014, in 
controtendenza rispetto al resto dell'UE, la produzione di carni suina in Italia ha 
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7,96 milioni di capi, hanno accusato una diminuzione dell’1,3% (CRPA Notizie n. 
2/2015 - 2.75) a causa della forte flessione dei prezzi che ha investito tutti i mercati 
europei. In Sardegna la consistenza del patrimonio suinicolo relativamente al 2012, si 
colloca intorno ai 171.719 capi con un numero di aziende pari a 17.920 (Anas, 2012). 
Il 30% circa dei suini si concentrano principalmente nella provincia di Cagliari ed il 
22% nel Medio Campidano. Nel quadro globale dell’allevamento suinicolo in 
Sardegna si inserisce quello del suino di razza sarda, riconosciuto nel 2006 con 
l’inserimento nel Registro Anagrafico (Laore, 2013). Dai dati rilevati da uno studio 
effettuato dall’Agenzia di Laore nel 2013, il consumo di carne in Sardegna ammonta 
a circa 510.000 q.li/anno; in particolare, il 60% è rappresentato da salumi mentre il 
restante 40% da carne fresca. La produzione di salumi nell’isola è, infatti, pari a 55 
mila quintali, lavorati in 69 salumifici. Tuttavia, la maggior parte (90%) della carne 
utilizzata per la produzione dei salumi, siti prevalentemente nella provincia di Sassari 
e Nuoro, deriva da allevamenti della penisola ed esteri poiché, da un lato la 
produzione del suino pesante non è in grado di soddisfare le richieste di tutti i 
salumifici dell’isola, dall’altro le continue emergenze sanitarie implicano l’utilizzo di 
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regione (Porcu, 2012). Tra queste ultime si ricorda soprattutto la Peste Suina 
Africana, endemica nella Regione Sardegna. Si tratta di una malattia contagiosa e 
infettiva che colpisce il maiale domestico e il cinghiale, ma non è trasmissibile 
all’uomo. In Europa è arrivata per la prima volta in Portogallo, si presume attraverso 
scarti alimentari provenienti dall’Africa, nella seconda metà degli anni ’50 per 
espandersi poi in tutta la penisola Iberica, mentre, in Sardegna il primo intervento per 
l’eradicazione del virus risale al 1982. La presenza della malattia in Sardegna 
(provincia di Nuoro ed una parte della provincia di Sassari) costituisce infatti un 
grave ostacolo allo sviluppo del settore suinicolo isolano a causa delle misure 
restrittive alla circolazione dei suini vivi, carni suine e prodotti derivati provenienti 
dalle aree infette. I mercati internazionali più importanti, inoltre, non consentono 
l’ingresso dei prodotti trasformati con grave danno economico all’intero settore.  
Listeria monocytogenes è uno dei più importanti microrganismi patogeni di origine 
alimentare responsabile di gravi patologie come le meningiti, meningoencefaliti 
setticemia, aborto e infezioni prenatali con un elevato tasso di letalità (20-30%). 
L’infezione si verifica in seguito all’ingestione di alimenti contaminati quali prodotti 
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2016), e colpisce prevalentemente soggetti immuno-compromessi, bambini, anziani e 
donne in gravidanza (Chen et al., 2014). La listeriosi in Europa è la quarta zoonosi 
con un'incidenza annuale di 0,52 casi per 100.000 abitanti, il più alto tasso di 
ospedalizzazione (98,9%) e la terza causa di morte (17,8%) (EFSA, 2015). Nel 2014 
è stato, inoltre, riscontrato un aumento del 30% dei casi di listeriosi umana rispetto 
all’anno precedente, con un numero di casi pari a 2206 segnalati da 27 Stati membri 
dell’Unione Europea (EFSA, 2015). Tra gli alimenti più frequentemente implicati 
nella trasmissione del patogeno sono i prodotti definiti pronti per il consumo (ready 
to eat) ovvero quelli che non necessitano di una preventiva preparazione aggiuntiva 
(Mackiw et al., 2016). Nel report EFSA 2013, relativo alla presenza di Listeria negli 
alimenti pronti per il consumo, la percentuale di campioni di RTE contaminati dal 
patogeno che superavano il limite di legge in termini di sicurezza alimentare, è 
risultata particolarmente bassa. Tuttavia, data la diffusione di questi alimenti e le 
gravi implicazioni che le infezioni da Listeria (listeriosi) possono avere sulla salute 
umana, è opportuna una vigilanza generale (EFSA, 2013). Gli insaccati fermentati 
stagionati e semistagionati appartengono alla categoria dei RTE ed il loro valore di 
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temperature di refrigerazione (Martínez-Gonzales et al., 2016). I risultati di un 
recente sondaggio mostrano come, in quattro differenti impianti di lavorazione, il 
microrganismo sia stato riscontrato per il 15% negli ambienti, il 37% nella materia 
prima (carne macinata) e per 80% nelle salsicce a fine maturazione (Meloni et al., 
2014). La caratterizzazione fenotipica e molecolare degli isolati ha, inoltre, 
evidenziato la presenza nelle salsicce stagionate e negli stabilimenti sardi dei 
sierotipi (1/2a, 1/2b, 1/2c e 4b) appartenenti a cloni cellulari (DUP-1038) 
maggiormente coinvolti in episodi sporadici e epidemici di listeriosi alimentare 
(Mazzette et al., 2006). Attuare delle strategie che consentano di ridurre o eliminare 
il patogeno dai prodotti alimentari e dagli ambienti di lavorazione è, quindi, il 
metodo più efficace per prevenire l’infezione (Liu et al., 2004). Obiettivo di questo 
studio è stato quello di caratterizzare, attraverso l’uso di metodiche molecolari, 
isolati appartenenti alla specie L. monocytogenes, valutarne le affinità genetiche e 
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CAPITOLO 1 
CARATTERISTICHE GENERALI DEL MICRORGANISMO 
1.1 Tassonomia 
Nel 1926 la Listeria venne isolata per la prima volta da Murray et al. da conigli e 
cavie a seguito di un’epidemia spontanea. Furono i primi a descrivere 
dettagliatamente il microrganismo e ad attribuirgli il nome Listeria monocytogenes 
poiché responsabile, negli animali colpiti, di una grave monocitosi. Nell’uomo il 
primo isolamento risale, invece, al 1929 dal sangue di pazienti affetti da una malattia 
simile alla mononucleosi. Nel 1936 Burn riferì inoltre, la capacità di questo 
microrganismo di provocare meningite negli adulti ed infezioni perinatali (J. 
MCLauchlin, 1987).    
L. monocytogenes è un batterio Gram-positivo, anaerobio facoltativo e asporigeno 
appartenente al genere Listeria spp., alla famiglia delle Listeriaceae e all’ordine 
Bacillales (Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, 2001). Attualmente al 
genere Listeria spp., oltre a Listeria monocytogenes,  appartengono altre 17 specie: 
L. monocytogenes, L. ivanovii, L. innocua, L. welshimeri, L. seeligeri, L. grayi, L. 
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aquatica, L. cornellensis, L. riparia, L. grandensis, L. booriae, e L. 
newyorkensis(Jarvis et al., 2016). Tuttavia, quelle maggiormente isolate dalle 
infezioni cliniche sono L. monocytogenes e L. ivanovii; nel Regno Unito sono, infatti, 
stati segnalati due casi di infezioni umane causate da L. ivanovii, mentre la maggior 
parte dei casi di listeriosi umana sono da attribuirsi alla L. monocytogenes. 
 
1.2 Principali caratteristiche di L. monocytogenes 
Listeria monocytogenes è un batterio di forma bastoncellare con lunghezza compresa 
tra 0,5 e 2 µm e larghezza di 0,4-0,5 µm, catalasi positivo e ossidasi negativo 
(Farberet al.,1991). Le colonie hanno un aspetto tondeggiante, sono traslucide e 
leggermente convesse, con una superficie finemente strutturata (Gray et al., 1966), di 
colore giallo se coltivate su terreni arricchiti (Triptone Soy Agar, TSA) e azzurro-
grigio su terreni specifici (Lithium Chloride-Phenylethanolo-Moxalactam) (Murrai 
PR). La capacità di muoversi, a temperature comprese tra 20 e 25°C,è favorita dalla 
presenza di un flagello peritritico ma viene, tuttavia, inibita a temperature superiori a 
35 °C (Fabbi et al., 2005). Il suo optimum di crescita è compreso tra 30 e 37°C 
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congelamento o superiori ai 50°C (Fabbi et al., 2005). Alcuni autori (Fleming et 
al.,1985) sostengono tuttavia, che questo microrganismo possegga una tolleranza 
termica superiore a quella degli altri patogeni non sporigeni presenti negli alimenti; è 
infatti in grado di sopravvivere a condizioni avverse rappresentate dall’applicazione 
delle temperature di refrigerazione (2°-4°C), un intervallo di pH compreso tra valori 
di 4,0-5,0 e alte concentrazioni saline (aw 0,90-0,92; 11.5 % NaCl) (Prencipe et al., 
2012). L’effetto dello shock termico su L. monocytogenes è, in realtà, subordinato 
alla temperatura e alla durata del trattamento stesso; alte temperature e trattamenti 
lunghi ne aumentano infatti la resistenza (Linton et al. 1992). Inoltre, a livello 
domestico, la temperatura dei frigoriferi è molto più vicina ai 9°C piuttosto che ai 
4°C (Sergelidis et al., 1997) e, per questo, il controllo delle contaminazioni da parte 
di questo microrganismo risulta particolarmente complesso (Prencipe et al. 2012).In 
genere, L. monocytogenes sviluppa meglio in un ambiente leggermente alcalino e 
cresce bene quindi a valori di pH pari a 9,6,con un optimum di 7,1 (Gray M.L. et al 
1966). Tuttavia, è stato spesso isolato da alimenti in cui si registrano valori di pH 
particolarmente bassi quali, ad esempio, le carni (5,0-5,5) o gli insaccati crudi 
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è stato, infatti, dimostrato, come questo microrganismo sia in grado di sopravvivere a 
valori di pH fortemente acidi, caratteristici dello stomaco umano e dei fagosomi 
macrofagici, grazie a specifici meccanismi di omeostasi interna basati sulla presenza 
di trasportatori di membrana e di particolari sistemi tampone (Cotter et al., 2003). La 
protezione crociata nei confronti di fattori potenzialmente dannosi, compreso lo 
stress osmotico è, infatti, dovuta all’adattamento all’acidità da parte di questo 
microrganismo (Vasseur et al., 2001). Il valore di aw ottimale responsabile della 
crescita di L. monocytogenes nell’alimento è ≥ 0,97. Durante la lavorazione degli 
insaccati crudi fermentati l’aggiunta di sale all’impasto e la fase di stagionatura 
determinano una riduzione dei valori di aw e di pH del prodotto inibendo in questo 
modo la crescita sia dei batteri agenti di spoilage, che di quelli patogeni come L. 
monocytogenes (Lucke, 1985). Il microrganismo è, inoltre, un batterio alotollerante 
poichè capace di crescere con concentrazioni di NaCl pari al 12% (Fabbi et al., 
2005); per questo la conservazione di alcuni alimenti in un ambiente saturo di sale 
non ha spesso alcun effetto protettivo nei confronti del microrganismo (Guaita, 
2012). L. monocytogenes è quindi in grado di sopravvivere e replicare in presenza di 
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multiple o di intensità elevata il complesso di risposte che si attiva ne favorisce 
esclusivamente la sopravvivenza a discapito della sua replicazione (Booth, 1998). 
La persistenza del microrganismo negli impianti di trasformazione degli alimenti per 
diversi mesi o addirittura anni è dovuta alla sua capacità di aderire ad una varietà di 
superfici di contatto, come l’acciaio inox e polistirolo, per mezzo della produzione di 
biofilm che gli permette, inoltre, di sopravvivere ad alte concentrazioni di molti 
agenti ambientali, quali disinfettanti ed antibiotici (Valimaa et al., 2015). 
 
1.3 Patogenicità e principali sierotipi 
I ceppi di L. monocytogenes presenti in natura differiscono per il loro potenziale 
epidemiologico e per la loro la capacità di provocare malattia nell’uomo (Martin et 
al., 2014). La variabilità della virulenza dei diversi subtipi, che condiziona 
l’evoluzione della malattia, la gravità delle manifestazioni cliniche ed il livello di 
esposizione delle categorie ad alto rischio, è fortemente correlata sia al numero di 
microrganismi necessari per indurre l’infezione (Griffiths, 2003), sia 
all’appartenenza degli stessi ad un determinato sierotipo (Su et al., 2016). I ceppi di 
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evolutive (I-IV) e 13 sierotipi (Martin et al., 2014). Tuttavia, si stima che circa il 
98% dei casi listeriosi umana siano causati dai sierotipi 1/2a, Lineage II, 1/2b e 4b, 
stirpe I (Ciolacu et al., 2015). Tra questi il sierotipo 4b è quello responsabile della 
maggior parte delle epidemie, mentre i sierotipi 1/2a, più frequentemente isolato dal 
cibo, e 1/2b sono invece responsabili di casi sporadici di infezione (Borucki et al. 
2003). Non sembra esistere alcuna correlazione tra i diversi sierotipi e le diverse 
forme di listeriosi, tuttavia secondo alcuni studi le forme di listeriosi perinatale 
potrebbero essere associate ai sierotipi 1/2b, 3b e 4b (Farber et al., 1991). Sembra, 
inoltre, esistano delle differenze geografiche relativamente alla distribuzione a livello 
globale dei diversi sierotipi; il sierotipo 4b si riscontra maggiormente nei paesi 
Europei, mentre i sierotipi 1/2a, 1/2 b e 4b sono distribuiti in maniera uniforme negli 
Stati Uniti e nel Canada (Farber et al.1991). La maggiore virulenza dei ceppi 1/2a, 
1/2b e 4b potrebbe essere legata ad alcune caratteristiche particolari. E’ stato 
osservato, per esempio, che i ceppi appartenenti al sierotipo 1/2a sono in grado di 
replicarsi nell’alimento con velocità ed intensità maggiore rispetto agli altri sierotipi, 
posseggono una maggiore resistenza al passaggio in ambiente gastrico e 




Simonetta Gianna Consolati – “Caratterizzazione molecolare di Listeria monocytogenes isolata nella Salsiccia Sarda 
Stagionata e negli impianti di trasformazione”. Tesi di Dottorato in Scienze Veterinarie – Ciclo XXIX 
Indirizzo: Produzione, Qualità e Sicurezza alimentare 
Università degli Studi di Sassari 
 
(Rocourt, 1996; Fabbi et al., 2005). Al contrario, gli isolati di Listeria 
monocytogenes appartenenti al sierotipo 4b sopravvivono meglio, rispetto ai sierotipi 
1/2a,al trattamento con calore (37°C) successivo alla refrigerazione, mostrando 
talvolta una patogenicità superiore. Per questo, nonostante i ceppi isolati da alimenti 
appartengano per la maggior parte al gruppo antigenico 1/2 (1/2a, 1/2b, 1/2c) ed al 
sierotipo 1/2a (Rocourt,1996) e quelli appartenenti sierotipo 4b si riscontrino 
generalmente soltanto nel 10-12% degli alimenti contaminati, le suddette 
caratteristiche giustificano la loro maggiore capacità patogena per l’uomo (Fabbi et 
al., 2005). Numerose tecniche molecolari hanno permesso di distinguere i vari 
sierotipi in tre principali divisioni filogenetiche. Alla prima divisione (Lineage I) 
appartengono i sierotipi 1/2b, 3b, 4b, 4d e 4e; la seconda (Lineage II) comprende 
invece i sierotipi 1/2a, 1/2c, 3a e 3c, mentre alla terza (Lineage III) appartengono 
quelli meno comuni quali il 4a e il 4c (Borucki et al., 2003). 
Diverse sono le metodiche molecolari utilizzate per determinare il sierotipo di 
appartenenza di un determinato ceppo. La sierotipizzazione classica permette di 
discriminare i principali sierotipi,mentre metodiche di tipizzazione molecolare come 




Simonetta Gianna Consolati – “Caratterizzazione molecolare di Listeria monocytogenes isolata nella Salsiccia Sarda 
Stagionata e negli impianti di trasformazione”. Tesi di Dottorato in Scienze Veterinarie – Ciclo XXIX 
Indirizzo: Produzione, Qualità e Sicurezza alimentare 
Università degli Studi di Sassari 
 
utilizzate per l’identificazione dei subtipi di L. monocytogenessono invece altamente 
discriminatorie e riproducibili e sono ampiamente impiegate nelle indagini sui 
focolaiper l’identificazione delle fonti di contaminazionee delle vie di trasmissione 
(Martin et al., 2014). La ricerca dei principali sierotipi nei prodotti alimentari risulta 
quindi essere fondamentale poiché costituiscono un potenziale rischio per la salute 
pubblica (Wang et al., 2017).  
 
1.4 Fattori di virulenza 
La prevalenza dei fattori di virulenza riflette il livello di rischio dei diversi ceppi di 
L. monocytogenes (Du et al., 2017). I fattori di patogenicità che svolgono un ruolo 
essenziale nel percorso infezione di L. monocytogenes e prevalentemente regolati dal 
gene PrfA (Ciolacu et al., 2014), possono essere suddivisi in due principali categorie 
in base alla funzione che svolgono. Alla prima categoria appartengono i fattori di 
virulenza responsabili dell’adesione ed invasione del microrganismo alle cellule 
ospite, dei quali ricordiamo: 
-InlA e InlB: l’internalina A e B sono le più importanti proteine di superficie 
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individuate circa 25. La prima è implicata nell’invasione delle cellule epiteliali 
intestinali dell’ospite ed interagisce con E-caderina presente sulla superficie delle 
stesse, attivando il processo di fagocitosi (Ciolacu et al., 2014); la seconda è, invece, 
coinvolta nell’innesco del meccanismo di invasione di numerose cellule, in 
particolare di epatociti e fibroblasti, attraverso l’interazione con almeno tre recettori 
conosciuti come Met, gC1qR e glicosaminoglicani (Fabbi et al., 2005).  
-IAP (invasion associated protein): denominata anche p60, sembra sia coinvolta in 
particolare nel processo di invasione dei fibroblasti (Swaminathan, 2001; 
McLauchlin et al., 2004) ed abbia un' importantissima funzione nella fase tardiva del 
processo di divisione cellulare per la sua attività idrolasica nei confronti della 
mureina (Schmid et al., 2005).   
-Ami: proteina di superficie dotata di attività litica nei confronti della parete cellulare 
diL.monocytogenes, con un importantissimo ruolo nel processo di adesione. 
-FbpA: modula i livelli di Listeriolisina O ed InlB prevenendo la degradazione dei 
principali fattori di virulenza. 
-Listeriolisina O (LLO): è una tossina batterica ed insieme alle due fosfolipasi PlcA 
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membrana, che comportano un’alterazione degli equilibri ionici con successiva 
disgregazione del fagosoma e liberazione del batterio nel citoplasma. E’ in grado di 
innescare diverse risposte cellulari quali la secrezione di Interleukina–1 da parte dei 
macrofagi, il processo di apoptosi delle cellule dendritiche, di adesione cellulare e di 
espressione di molecole di adesione delle cellule epiteliali infette (Swaminathan, 
2001). 
- PlcA e PlcB: due fosfolipasi responsabili della distruzione del vacuolo litico. La 
primaè responsabile della lisi della membrana singola del fagolisosoma primario, 
mentre la seconda contribuisce alla lisi del vacuolo a membrana doppia che si forma 
durante il processo di diffusione intracellulare nel passaggio di L. monocytogenes 
nelle cellula ospite alla cellula adiacente (Cossart et al.,2008). 
-ActA: interviene nel processo di adesione ed ingresso all’interno delle cellule ospite 
determinando la polimerizzazione dei monomeri di actina cellulare in una rete di 
filamenti che si dispongono ad un polo della cellula batterica e ne indirizzano lo 
spostamento verso la membrana plasmatica della cellula ospite. Questo meccanismo 
favorisce il passaggio della L. monocytogenes da una cellula all’altra evitando il 
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Della seconda categoria fanno parte, invece, i fattori di virulenza implicati nel ciclo 
di vita intracellulare: 
- Fosfolipasi C: propria della sola specie L. monocytogenes e di alcuni ceppi di L. 
ivanovii, in associazione con la Listeriolisina O favorisce l’uscita dal primo vacuolo 
fagocitario e determina in seguito la dissoluzione della doppia membrana dopo la 
diffusione da cellula a cellula (Vazquez-Boland et al., 2001a; Mc Lauchlin et al., 
2004).  
-Metallo proteasi (Mpl): è una proteina zinco-dipendente che contribuisce 
all’attivazione ed alla maturazione delle fosfolipasi e della cisteina della cellula 
ospite. 
I primi geni identificati furono inlA e inlB che codificano rispettivamente le 
internaline A e B (Gaillard et al., 1987). Successivamente, vennero individuati altri 
sei fattori di virulenza (prfA, plcA, plcB, hly, mpl e actA), raggruppati in seguito in un 
cluster di 6 geni (9 kb), precedentemente conosciuto come come pVGC (Virulence 
gene cluster) e ora definito LIP 1 (Listeria pathogenicityisland 1) (Di Ciccio et al., 
2009). Tutti i geni codificanti per i fattori di virulenza di Listeria monocytogenes 
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regulatory factor A) (Vazquez-Boland et al., 2001b). L’espressione dei fattori di 
patogenicità, dipendenti da prfA, può essere influenzata da diversi fattori ambientali. 
Valori di temperatura prossimi a 37°C (Swaminathan, 2001) e la presenza di 
condizioni di stress (Sokolovic et al., 1990), ad esempio, sono responsabili di una 
loro attivazione. L’elevata concentrazione di ferro e temperature al di sotto dei 20°C 
si comportano, invece, da fattori inattivanti (Renzoni et al., 1999; Goebel et al., 2000; 
Kreft et al., 2001). Al contrario, i ceppi di Listeria monocytogenes che non 
posseggono il fattore di regolazione e nei quali è soppressa l’espressione dei geni 
della Listeria pathogenicityisland (LIP 1) e di quelli inlA e inlB, risultano avirulenti 
(Chakraborty et al., 1992).  
 
1.5 Listeria e sensibilità agli antibiotici 
Col termine “resistenza antimicrobica” si intende la capacità di un microrganismo di 
resistere a concentrazioni di un determinato antimicrobico tali da inibire o uccidere 
microrganismi della stessa specie; questa può essere “intrinseca”, ovvero propria del 
patogeno, o “acquisita” dallo stesso attraverso il trasferimento orizzontale di geni 
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invece, l’agente patogeno manifesta resistenza nei confronti di differenti classi di 
antimicrobici, si parla di “resistenza multipla” (EFSA, 2008). Negli ultimi decenni la 
resistenza agli antibiotici, ed in particolare la multi-resistenza, viene considerata a 
livello mondiale un problema per la salute pubblica. La causa è da ricercarsi in un 
maggior impiego o nell’uso improprio degli antibiotici per la cura delle malattie in 
medicina umana e veterinaria e nella diffusione, spesso attraverso la catena 
alimentare, di ceppi resistenti. Risulta pertanto fondamentale sia un adeguato 
monitoraggio dei patogeni resistenti isolati dai prodotti alimentari e da ambienti di 
lavorazione, che la ricerca di strategie che limitino la loro diffusione (Fallah et al., 
2013). La terapia primaria per listeriosi umana è rappresentata da una combinazione 
di antimicrobici quali l’Ampicillina o Amoxicillina e Gentamicina (Walsh et al. 
2001), mentre la Vancomicina, l’associazione Trimetoprim ed un Sulfonamide 
(Sulfametossazolo) e l’Eritromicina vengono utilizzati come farmaci di seconda 
scelta nel trattamento di donne in gravidanza e nei pazienti allergici al β-lattamici 
(Abdollahzadeh et al., 2016). La maggior parte degli antimicrobici impiegati per il 
trattamento delle malattie degli animali appartengono alle stesse classi di farmaci 
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comune utilizzo sono rappresentati dall’Ampicillinae dalla Tetraciclina, utilizzate 
nella cura delle principali malattie respiratorie, dall’Eritromicina, la Colistina, la 
Ciprofloxacina ed il Cefotaxime, impiegate come terapia nelle varie forme di diarrea 
(De Briyne et al., 2014). Quasi tutti i ceppi di L. monocytogenes sono suscettibili alla 
maggior parte degli antibiotici comunemente utilizzati nella cura della listeriosi (Shi 
et al., 2015); tuttavia, spesso questo patogeno mostra una naturale resistenza ai 
Fluorochinoloni ed alle Cefalosporine attuali, in particolare quelle di terza e quarta 
generazione (Cefotaxime e Cefepime), ed alla Fosfomicina, Oxacillina ed i 
Licosamidi. Per questo, solo circa il 70% dei soggetti guarisce a seguito del 
trattamento (Gomez et al., 2014). La resistenza antimicrobica sviluppata da numerosi 
ceppi di L. monocytogenes è legata a diversi meccanismi messi in atto dal batterio 
quali, ad esempio, la riduzione della permeabilità della membrana cellulare, la 
modifica del target batterico, la produzione da parte del microrganismo di enzimi 
inattivanti l'antibiotico e la fuoriuscita del farmaco stesso dalla cellula batterica per 
mezzo di un sistema di pompe attive (Bae et al., 2014). Una resistenza antibatterica 
acquisita attraverso modificazioni genetiche esogene, regolate da plasmidi e 
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monocytogenes e L. innocua. Il passaggio di informazioni genetiche tra le due specie, 
comunemente riscontrate all’interno dello stesso alimento (prevalentemente carne e 
derivati) o ambiente di lavorazione, è stato dimostrato in vitro per gli antibiotici quali 
la Streptomicina, Eritromicina ed il Cloramfenicolo (Yucel et al., 2005). In un 
recente studio Bertsch et al. hanno, infatti, riscontrato la presenza del plasmide 
pDB2011, isolato da un ceppo di L. innocua di origine alimentare e portatore del 
gene responsabile della resistenza al Trimetoprim (DFRD), anche in un determinato 
numero di ceppi appartenenti alla specie L. monocytogenes (Gomez et al., 2014). 
Visto il gran numero di microrganismi resistenti presenti negli ambienti di 
lavorazione, anche la Listeria spp., precedentemente sensibile a tutti gli agenti 
antimicrobici, ha, infatti, subito nel corso degli ultimi vent’anni numerosi 
cambiamenti (Walsh et al., 2001). Lo studio dell’antibioticoresistenza è, infatti, 
fortemente attuale; i dati derivanti dai numerosi studi permettono di acquisire utili 
informazioni ai fini epidemiologici e, allo scopo di migliorare il trattamento nel corso 
di infezione, consentono di prediligere farmaci antimicrobici verso i quali è presente 
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CAPITOLO 2 
PATOGENESI ED EPIDEMIOLOGIA 
2.1 Epidemiologia della listeriosi nell’uomo 
La listeriosi è definita dall’OMS (Organizzazione Mondiale della Sanità) come una 
malattia rara e decisamente meno comune rispetto ad altre tossinfezioni alimentari 
come quelle causate da Escherichia coli O157:H7, Campylobacter jejuni o 
Salmonella spp. (Manfreda et al., 2005). Nel 2014 a livello europeo è stato 
riscontrato, rispetto all’anno precedente, un incremento del 30% (0,52 per 100.000 
abitanti) dei casi di listeriosi nell’uomo; questo è in parte legato sia ad una maggiore 
attività di sorveglianza nei confronti del microrganismo, sia alla crescente attenzione 
alla diagnosi nei casi di malattie batteriche invasive (quali meningiti e sepsi) (Figura 
2). In Italia il numero totale dei casi registrarti nel 2014 è stato pari a 52, mentre il 
maggior numero di decessi (241) si è, invece, riscontrato in Francia ed ha coinvolto il 
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Figura 2: Andamento dei casi di listeriosi umana dal 2008 al 2014 in Europa 
 
 
Tuttavia, nonostante il numero di casi annualmente registrati (2206 nel 2015, ECDC, 
2016) non sia molto elevato, le forme cliniche sono particolarmente gravi, con tassi 
di mortalità più elevati rispetto ad altre malattie di origine alimentare (EFSA, 2015). 
Spesso, inoltre, la listeriosi umana non viene immediatamente riconosciuta e trattata 
poiché responsabile di una sintomatologia aspecifica, con sintomi molto simili ad 
un’influenza o una gastroenterite; per questo la terapia viene solitamente rimandata 
alla comparsa di una sintomatologia più grave quale una setticemia, meningite, per la 
quale rappresenta la terza causa al mondo dopo Streptococcus pneumoniae e 
Neisseria meningitidis (Amaya-Villar et al., 2010), meningoencefalite e aborto 
(Vazquez-Boland et al., 2001). La listeriosi umana è legata principalmente (98% dei 
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casi sono rappresentati dagli alimenti pronti per il consumo (ready to eat) a base di 
carne. Altre forme di diffusione molto meno frequenti sono, invece, rappresentate 
dalla trasmissione verticale madre-figlio, da quelle zoonosica e nosocomiale (Ryser, 
1999) e per aerosol nei laboratori di analisi (Farber et al., 1999). Nonostante la 
listeriosi umana possa essere causata da tutti i 13 sierotipi di L. monocytogenes, 
quelli maggiormente responsabili della malattia nell’uomo sono l’1/2a, 1/2b ed il 4b 
(Farber et al., 1991). Attualmente in Europa e negli Stati Uniti è considerata una 
malattia condizionata ad andamento sporadico che interessa principalmente alcune 
categorie di persone maggiormente a rischio (Wiedmann, 2002). La sensibilità 
dell’ospite gioca, infatti, un ruolo molto importante in particolare nello sviluppo dei 
sintomi clinici conseguenti all’esposizione a L. monocytogenes. Le manifestazioni 
cliniche assumono particolare gravità in alcune categorie di individui che presentano 
deficienze fisiologiche o dovute a particolari patologie (Vazquez-Boland et al., 
2001a); a maggiore rischio di listeriosi sono, infatti, le donne in gravidanza, i neonati 
nei primi 30 giorni di vita, gli anziani di età superiore ai 65 anni, gli immunodepressi 
e gli adulti debilitati da precedenti patologie, quali ad esempio tumori (leucemia, 
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corticosteroidi (terapia  immunosoppressiva), malattie croniche del fegato (cirrosi o 
alcoolismo), malattie renali e diabete (McLauchlin, 1990; Schuchat et  al., 1991; 
Farberat al., 1991; Rocourt, 1996; Koch et al., 2006). La notifica di listeriosi 
nell'uomo è obbligatoria nella maggior parte degli Stati comunitari ad eccezione del 
Belgio, della Spagna, e del Regno Unito in cui si basa su un sistema volontario. In 
Portogallo, invece, non esiste alcun sistema di sorveglianza della patologia. In Italia, 
la notifica della listeriosi rientra tra quelle con obbligo di denuncia, come previsto 
per le tossinfezioni alimentari dal decreto ministeriale del 15 dicembre 1990.La 
notifica della presenza della L. monocytogenes nell’alimento è, invece, obbligatoria 
per undici paesi membri quali Belgio, Estonia, Francia, Germania, Ungheria, Italia, 
Lettonia, Paesi Bassi, Slovacchia, Slovenia e Spagna(EFSA, 2015). Tuttavia, è 
possibile che i dati in nostro possesso relativi ai casi di listeriosi siano sottostimati; 
poiché il sistema di notifica prevede che alla descrizione dei sintomi sia associata 
l’identificazione microbiologica dell’agente patogeno, effettuata di norma solamente 
nei casi di estrema gravità. Tra il lungo di incubazione della listeriosi (da 1 a 90 
giorni) non facilita la raccolta di un’anamnesi attendibile ed il reperimento e l’analisi 
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2.2 Epidemiologia della listeriosi negli animali 
La listeria è un batterio ubiquitario, estremamente diffuso nell'ambiente e per questo 
spesso isolato negli animali, i quali, a seguito di una maggiore esposizione al 
patogeno, possono andare incontro allo sviluppo della malattia (Winteret al., 2004). 
Dalle informazioni relative alla presenza di Listeria spp. negli animali da parte di 
numerosi stati membri, si evince come sia stata spesso riscontrata in bovini, pecore, 
capre, maiali, polli da carne, gatti, cani, cinghiali, volpi e altri animali selvatici. Nel 
2014 all’interno di 14 stati membri, 38.729 animali sono stati testati per la presenza 
di Listeria spp. In totale, il 71,3% (799 unità) è risultato positivo per la presenza L. 
monocytogenes, seguito da Listeria spp. (16,0%), L. ivanovii (1,6%) e L. innocua 
(0,3%) (EFSA, 2015). Le principali fonti d’infezione sono i portatori asintomatici e 
l’ambiente contaminato e la trasmissione avviene principalmente attraverso 
l’ingestione dell’agente, meno frequentemente per via verticale o per inalazione. Il 
microrganismo può sopravvivere per lunghi periodi in numerose specie animali, 
domestiche e selvatiche (mammiferi, uccelli, pesci e crostacei) senza indurre forme 
cliniche; queste ultime si verificano con maggior frequenza nei ruminanti ed il 
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di contaminazione ambientale.Talvolta si registrano incrementi dei casi nel periodo 
invernale o primaverile, correlati alla disponibilità di insilati e alla presenza di 
particolari condizioni metereologiche che ne rendono sfavorevole la corretta 
conservazione. Gli insilati utilizzati nell’alimentazione degli animali domestici sono, 
infatti, fortemente coinvolti nello sviluppo della listeriosi e sono spesso responsabili 
di infezioni intramammarie e della contaminazione dei prodotti derivati da latte 
crudo (Winteret al., 2004). L’agente viene, inoltre, eliminato dai soggetti infetti 
attraverso le feci, il materiale abortivo, i secreti delle vie genitali, le urine e gli scoli 
nasali. Il riscontro della Listeria spp.negli animali è soggetto a denuncia obbligatoria 
da parte di 13 Stati membri quali il Belgio, Repubblica ceca, Estonia, Finlandia, 
Germania, Grecia, Lettonia, Lituania, Paesi Bassi, Slovacchia, Slovenia, Spagna e 
Svezia. Il monitoraggio del microrganismo è, invece, principalmente effettuato 







Simonetta Gianna Consolati – “Caratterizzazione molecolare di Listeria monocytogenes isolata nella Salsiccia Sarda 
Stagionata e negli impianti di trasformazione”. Tesi di Dottorato in Scienze Veterinarie – Ciclo XXIX 
Indirizzo: Produzione, Qualità e Sicurezza alimentare 
Università degli Studi di Sassari 
 
2.3 Listeria spp.nell’uomo 
Sebbene la listeriosi sia una malattia poco frequente nell' uomo, è responsabile di un 
tasso di mortalità particolarmente elevato (circa il 20%) soprattutto tra le categorie di 
persone considerate a rischio quali bambini, anziani, soggetti immunocompromessi e 
donne in gravidanza (Alessandria et al., 2010). La principale via di infezione 
nell’uomo è rappresentata dal consumo di alimenti contaminati, a livello di materie 
prime o durante le fasi di produzione e trasformazione. Nonostante non sia definito 
chiaramente il rapporto dose-risposta nell’uomo, si ritiene che una quantità pari a 100 
ufc/g di L. monocytogenes al momento dell’assunzione dell’alimento possa essere 
considerato il valore soglia per il consumatore. A seguito dell’ingestione di alimenti 
contaminati da un elevato numero di colonie, il microrganismo supera inizialmente le 
difese locali dell’ospite nel tratto gastrointestinale andando a colonizzare 
successivamente il sistema reticoloendoteliale a livello del fegato e della milza. I 
primo organo in cui ha sede questa colonizzazione è generalmente rappresentato dal 
fegato. Per mezzo delle internaline il patogeno sollecita la membrana dell’epatocita 
che lo fagocita al suo interno; lalisteriolisina O e le due fosfolipasi intervengono, a 
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microrganismo all’interno del citoplasma. Dal citoscheletro dell’epatocita vengono 
prodotte, a seguito di uno stimolo indotto dalla proteina ActA del batterio, una trama 
di fibrille contrattili che si dispongono ad un polo del microrganismo; queste sono 
responsabili della spinta propulsiva del patogenoche determina l’evaginazione della 
membrana dell’epatocita e favorisce, di conseguenza, la sua penetrazione nella 
cellula epatica adiacente. In questo modo, il microrganismo, è in grado di invadere 
gran parte dell’organo senza mai venire a contatto con i liquidi extracellulari. Questa 
prima fase della listeriosi decorre in forma subclinica e l’infezione è tenuta sotto 
controllo da una risposta cellulo-mediata con formazione di granulomi 
(Swaminathan, 2001). Il controllo della patologia nel suo stadio iniziale è, quindi, 
strettamente legato all’integrità della mucosa gastrointestinale ed all’efficienza dei 
macrofagi a livello epatico, splenico e peritoneale. E’ stato infatti dimostrato che un 
danno a livello gastrico dovuto ad una preesistente gastroenterite, l’uso di alcuni 
medicinali per il trattamento dei tumori maligni e l’utilizzo di agenti immuno-
soppressivi (corticosteroidi o ciclosporina A), predispongono all’insorgenza di 
patologie di tipo invasivo (Schlech et al., 1983). Allo stesso modo l’uso di antiacidi e 
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della listeriosi; gli antiacidi riducono l’acidità della cavità gastrica consentendo ad un 
numero maggiore di microrganismi di sopravvivere al passaggio attraverso lo 
stomaco (Ho et al.,1986), i lassativi agiscono, invece, sulla durata del transito 
intestinale modificandone la microflora (Schuchat et al., 1992). La sintomatologia 
della listeriosi è estremamente variabile, in relazione alle caratteristiche di 
patogenicità del batterio, al livello di contaminazione dell’alimento ed allo stato di 
salute e di immuno-competenza dell’ospite (McLauchlin, 2004). Sono descritte 
infezioni asintomatiche, manifestazioni gastrointestinali, rare lesioni cutanee, sintomi 
simil-influenzali, e, nei casi più gravi, aborto, natimortalità, setticemie, meningiti e 
meningoencefaliti (Fabbi et al., 2005). Tuttavia, le forme più frequenti nell’uomo 
sono rappresentate da quella invasiva e da quella gastroenterica. La prima interessa 
principalmente i feti, per il passaggio del microrganismo attraverso la placenta, i 
neonati, che contraggono l’infezione durante il parto per assunzione attraverso le vie 
aeree o la via digerente di liquido amniotico o di secrezioni vaginali contaminate, gli 
anzianied i soggetti immunodepressi. Nelle donne in gravidanza la listeriosi di solito 
si presenta come una sindrome simil-influenzale (Manuale Merk, 2001). Le persone 
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in grado di inattivare il batterio. È probabile, che la maggior parte di noi assuma 
quasi ogni giorno basse cariche del batterio attraverso gli alimenti, senza 
conseguenze cliniche. In alcuni casi è possibile si verifichi un enterite di breve 
durata, che in genere non viene correlata alla presenza del microrganismo 
nell’alimento. Non è stata accertata una correlazione tra differenti ceppi di L. 
monocytogenes e particolari forme cliniche dell' uomo. Per questo qualunque ceppo 
di L. monocytogenes potrebbe essere responsabile di tutte le diverse forme cliniche di 
listeriosi (Rocourt et al.,1996). 
 
2.4 Listeria spp. negli animali 
Gli animali più sensibili alla listeriosi sono nell’ordine: le pecore, i bovini, le capre, i 
suini, i volatili (polli, anatre, piccioni), il cavallo, il cane ed il gatto. I diversi ceppi 
non sono ospite-specifici e sono in grado di provocare differenti quadri di malattia. 
La patologia si verifica prevalentemente a seguito dell’ingestione di insilati 
contaminati e la patogenesi è analoga a quella dell’uomo. Nonostante generalmente 
la malattia decorra nella maggior parte degli animali in maniera asintomatica, le 
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ed una genitale (aborto). In caso di focolaio in genere prevale un unico quadro 
sintomatologico. I ruminanti sono gli animali che manifestano con maggior 
frequenza le forme cliniche, mentre, negli altri animali i sintomi sono rari con 
prevalenza di forme nervose o setticemiche nei carnivori, aborti o morte improvvisa 
nei conigli, setticemie nei suinetti enegli uccelli. Le forme nervose interessano in 
particolar modo i bovini (1-3 anni) con microascessi cerebrali nella forma cronica, 
paralisi monolaterale dei muscoli facciali e i disturbi della deambulazione. Gli aborti 
sono generalmente tardi vie le forme setticemiche colpiscono principalmente i 
neonati. Negli equini prevale invece la forma meningo-encefalica, mentre nei suini, 
che raramente contraggono la malattia, e nei volatili si verifica generalmente 
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CAPITOLO 3 
DIFFUSIONE DELLA LISTERIA 
3.1 Listeria spp.e Listeria monocytogenes nell’ambiente 
La Listeria monocytogenes è un microrganismo ubiquitaro, estremamente diffuso 
nell’ambiente; si rinviene nelle acque, nel suolo, nei vegetali, in particolare in quelli 
in avanzato stato di decomposizione, nel pulviscolo atmosferico e talvolta 
nell’intestino e nel tratto genitale dell’uomo e degli animali, dove, spesso, non 
determina alcuna patologia (Gray, 1960; Welshimer, 1968; Botzler et al, 1974; Weis 
et al., 1975). La presenza del microrganismo nell’ambiente può essere, infatti, 
correlata ad un ciclo di arricchimento oro-fecale da parte dei ruminanti domestici 
(Kampelmacher et al., 1980; McCarthy, 1990; Fenlon, 1999). All’interno degli 
allevamenti le listerie si riscontrano nelle lettiere, nelle mangiatoie e nelle pareti delle 
stalle; possono infatti sopravvivere 21 mesi nel latte infetto, 1-18 anni nelle feci, 1-2 
anni nel suolo e possono essere isolate dopo 4 settimane in campioni di mais, segale, 
trifoglio, acque superficiali ed acque reflue. La presenza delle listerie sia 
nell’ambiente naturale che agrozootecnico è quindi responsabile della 
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e vegetale utilizzate per la produzione di alimenti. La sopravvivenza del patogeno 
nell’ambiente sembrerebbe influenzata dall’umidità, dal tipo di terreno e 
dall’esposizione ai raggi solari, nonostante il microrganismo sia comunque molto 
resistente agli stress ambientali. Gli incrementi dei casi di listeriosi animale nel 
periodo invernale ed in quello primaverile sono da correlarsi spesso alla scarsa 
disponibilità di insilati ed alle abbondanti piogge che, a causa dell’elevata umidità, 
ne rendono sfavorevole una corretta conservazione. Inoltre, tra i fattori che 
favoriscono la diffusione del microrganismo si ricorda uno scarso o inadeguato 
trattamento del materiale abortivo, l’ingresso in allevamento di animali asintomatici, 
il mancato isolamento dei casi clinici e lo scarso controllo dei roditori. In alcuni studi 
effettuati dall'Istituto Zooprofilattico Sperimentale della Puglia e della Basilicata 
relativi alla diffusione di Listeria spp. e L.monocytogenes nei centri urbani e nelle 
aree agrozootecniche del territorio lucano, le percentuali dei campioni positivi a 
Listeria spp. e Listeria monocytogenes sono risultate piuttosto elevate e pari 
rispettivamente al 43,7% e al 10,9%. Tuttavia, nei centri urbani rispetto alle aree 
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=52&Itemid=48). Nell’ambiente casalingo, invece, questo patogeno è stato spesso 
rinvenuto all’interno dei frigoriferi; in uno studio riportato dal CDC la Listeria spp. è 
stata riscontrata nel 64 % dei 123 frigoriferi esaminati (Marriott et al., 2008) che 
dovrebbero, per questo, essere regolarmente sottoposti ad un adeguata attività di 
pulizia e sanificazione, considerata soprattutto l’attitudine alla formazione di biofilm 
che rende il patogeno resistente al trattamento con i comuni sanitizzanti. Diversi sono 
infatti gli studi in cui è stata valutata l’efficacia di prodotti comunemente utilizzati 
per la sanitizzazione e la disinfezione delle superfici nei confronti della 
L.monocytogenes; in generale, il patogeno è risultato sensibile in vitro ai composti 
acidi, agli iodofori, ai composti a base di cloro ed ai sali di ammonio quaternario 
(van de Weyer et al., 1993). Anche il mancato rispetto delle buone pratiche di igiene 
e di lavorazione viene considerato una delle principali modalità di trasmissione del 
patogeno (AFSSA, 2000). La contaminazione domestica di alimenti cotti o pronti per 
il consumo avviene,infatti, spesso quando utensili di cucina come i coltelli vengono 
prima utilizzati su cibi contaminati e successivamente su cibi indenni da 
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3.2 Listeria monocytogenes nei macelli 
Listeria monocytogenes è comunemente isolata nei macelli suini (Sammarco et al., 
1997; Korsak et al., 1998) poiché in grado di replicare a basse temperature, resistere 
ai principali sanitizzanti ed aderire a varie superfici (Mureddu et al., 2014). 
All’interno degli stabilimenti di macellazione le aree maggiormente contaminate 
sono solitamente rappresentate dalla zona in cui gli animali vengono storditi e 
successivamente appesi (Gobat 1991, Nesbakken et al., 1994,  Borch et al., 1996). La 
contaminazione dello stabilimento e delle carcasse suine da parte del patogeno 
avvieneattraverso diverse vie: con l’ingresso degli animali vivi all’interno dei locali 
di macellazione, durante la fase che precede l’abbattimento, in quella successiva nel 
momento in cui viene effettuata l’eviscerazione (con una prevalenza del 65%) ed, 
infine, attraverso le attrezzature utilizzate durante le operazioni di macellazione 
(Meloni et al., 2013). Per questo, nei suini macellati L. monocytogenes viene 
generalmente rilevata sulla superficie delle carcasse, e nelle tonsille e nelle feci dei 
soggetti portatori (Meloni et al.,2013). In uno studio effettuato da Kanuganti et al. 
(2002) è stato, inoltre, dimostrato che la presenza della L. monocytogenes nella carne 
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2,4% all’8,3-9,3% dei campioni. I sierotipi più frequentemente isolati nella carne di 
maiale sono invece rappresentati dall’ 1/2a e1/2c (Hof et al., 1992,.Thevenot et al, 
2005). 
 
3.3 Listeria monocytogenes negli stabilimenti di produzione della salsiccia 
All’interno degli stabilimenti di produzione della salsiccia, in cui Listeria 
monocytogenes è praticamente ubiquitaria, le materie prime rappresentano 
un’importante fonte di inquinamento degli ambienti di lavorazione e dei macchinari, 
e per questo le procedure di controllo della contaminazione sono estremamente 
difficoltose (Romanova et al., 2002). Nelle diverse fasi della lavorazione il 
raffreddamento ed il taglio delle carcasse al macello rappresentano dei punti cruciali 
per la contaminazione da L. monocytogenes che viene spesso isolata nei campioni di 
carne suina destinati alla trasformazione (Meloni et al., 2013). Negli ambienti di 
produzione, le zone in cui si rileva maggiormente il microrganismo sono in genere le 
aree di ricevimento delle materie prime, le celle di refrigerazione e le sale di 
lavorazione (Chasseignaux et al., 2002). Durante la produzione, a seguito della 
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aumentare in modo significativo (Nesbakken et al., 1996). Nella carne trita destinata 
alla trasformazione, le prevalenze di L. monocytogenes sono comprese tra il 16 ed il 
50,2% dei campioni (Jay, 1996; Chasseignaux et al., 2002) ed aumentano infatti sino 
al 71% durante le fasi di macinatura ed insacco (Thèvenot et al., 2005). In 
un’indagine condotta all’interno di alcuni stabilimenti francesi sono stati confrontati i 
livelli di contaminazione delle superfici a contatto e non con gli alimenti, durante la 
lavorazione e nelle fasi che la precedono. Sono risultate contaminate il 15% delle 
superfici a contatto con le carni e il 13,3% di quelle non a contatto prima dell’inizio 
delle lavorazioni; durante la lavorazione tali valori sono aumentati, rispettivamente, 
fino al 50% e al 25,9% (Thèvenot et al., 2005). In uno studio eseguito nel 2003 
presso uno stabilimento di lavorazione di prodotti a base di carne suina, Peccio et 
al.riscontrarono la presenza del microrganismo nella carne cruda (MPN 3,6 g-1), 
nella miscela di carne trita, spezie e nitriti (MPN 9,2 g-1) e nel tritacarne e 
nell’impastatrice (MPN 0,184 cm-2) mentre risultarono negativi i campioni prelevati 
dall’insaccatrice, dai tavoli di lavoro e dalle altre superfici a contatto con la carne. 
Diversi studi hanno dimostrato l’appartenenza ai sierotipi 1/2a, 1/2b, e 1/2c dei ceppi 
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Chasseignaux et al., 2002), mentre in uno studio condotto da Thèvenot et al., (2005) 
in alcuni salumifici francesi i sierotipi maggiormente isolati sono stati il 4b ed il 4e. 
Sembra inoltre che la prevalenza dei sierotipi 4b e 1/2b aumenti dopo la lavorazione, 
mentre quella relativa ai sierotipi 1/2a e 1/2c diminuisca poiché, nei diversi ceppi 
isolati dagli alimenti e dall’uomo, esiste probabilmente un diverso adattamento a 
differenti “nicchie” ecologiche (Farber e Peterkin, 1991; Rocourt et al., 1997).  Il 
patogeno, infatti, può divenire persistente negli ambienti di lavorazione e 
sopravvivere per lunghi periodi di tempo. Giovannacci et al. (1999) e Lunden et al. 
(2002) hanno infatti osservato come ceppi di L. monocytogenes siano stati riscontrati 
per oltre un anno in due laboratori di sezionamento di carni suine e per oltre tre anni 
in una macchina tritacarne. Il riscontro di ceppi che presentano lo stesso profilo 
genetico nelle materie prime, negli ambienti di lavorazione e nei prodotti finiti,ha 
messo in evidenza la presenza di alcuni cloni cellulari adattati in grado di 
sopravvivere negli impianti di lavorazione della carne suina e nei prodotti finiti 
(Thèvenot et al., 2005). La persistenza del patogeno negli ambienti di lavorazione è 
legata alla capacità dello stesso a formare il biofilm, definito come una comunità 
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una matrice di natura polisaccaridica (Roberts et al., 2003). Attraverso la formazione 
del biofilm, L. monocytogenes è in grado di aderire alle superfici inerti comunemente 
impiegate nell’industria alimentare (Paludi et al., 2006), con delle differenze nel 
grado di adsorbimento e diffusione in relazione al tipo di superficie, pretrattamento, 
condizioni ambientali e sierotipi batterici; la moltiplicazione del microrganismo è, 
inoltre, favorita dall’alta umidità, da temperature ≤10°C (Chasseignaux et al., 2002) e 
dalla presenza di sostanze organiche. Il patogeno è quindi in grado di aderire a molte 
superfici di diversa tipologia (acciaio inossidabile, vetro, gomma) sia a contatto con 
gli alimenti, come piani di lavoro, nastri trasportatori, serbatoi di stoccaggio, 
frigoriferi, congelatori, affettatrici,  insaccatrici e confezionatrici (Norton et al., 2001; 
Suihko et al., 2002) che non a contatto, quali sistemi di scolo o drenaggio, pareti, 
porte, pavimenti ed attrezzature dei locali di lavorazione, dove è spesso presente 
condensa e ristagno d’acqua (Norton et al., 2001; Suihko et al., 2002).  Il biofilm può 
essere definito come un comunità sessile di batteri adesi ad una superficie di natura 
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3.4 Diffusione della Listeria spp. negli alimenti 
Il 99% circa di casi di listeriosi è legato al consumo di alimenti contaminati 
(Nightingale et al., 2010). Tra il 2011-2016, negli Stati Uniti si sono, infatti, 
verificati dieci focolai di malattia associati al consumo di diversi prodotti alimentari 
quali meloni, formaggi, insalate confezionate, mele caramellate preconfezionate e 
gelati (CDC, 2015). Tuttavia, come confermato da un’indagine condotta in Europa 
nel 2014, la maggiore prevalenza di campioni positivi per L. monocytogenes si 
riscontra nei prodotti ittici RTE (soprattutto pesce affumicato) con una percentuale 
del 10,6% degli 11.324 campioni testati, seguiti dai RTE a base di carne suina (2,3% 
su 45.475 campioni) e dai formaggi molli o semi-molli (1,0% delle 2.505 unità 
testate); la causa è da ricercarsi nel lungo periodo di conservazione di questi alimenti, 
che favorisce la proliferazione batterica, e nel consumo degli stessi senza un’ulteriore 
cottura (EFSA, 2015). L. monocytogenes può moltiplicarsi in un ampissima varietà di 
prodotti a base di carne (Farber et al., 1991) ed in particolare nei prodotti cotti, nella 
carne trita cruda, nelle preparazioni a base di carne, da consumarsi previa cottura 
(hamburger di pollo e di suino, salsicce fresche), e negli insaccati freschi (salsicce e 
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di alimenti a base di carne si è, infatti, verificata in Germania nel 2016 a causa del 
consumo di würstel contaminati. La contaminazione da parte del microrganismo può 
avvenire nei diversi momenti del ciclo produttivo; tra i fattori predisponenti, si 
ricordano: l’impiego di materie prime contaminate in un processo tecnologico che 
non prevede la presenza di ostacoli efficaci, la cross-contaminazione dei prodotti 
finiti per il contatto con le materie prime, la presenza di superfici contaminate ed il 
mancato rispetto delle buone pratiche di igiene e di lavorazione da parte dell’OSA 
(Chasseignaux et al., 2001). Nei prodotti a lunga stagionatura i livelli di 
contaminazione da parte del microrganismo tendono invece a decrescere (10%) 
grazie all’instaurarsi di numerosi ostacoli (abbassamento del pH fino a valori minimi 
di pH 5 e dell’aw fino a valori prossimi a 0,80, alte concentrazioni di NaCl) 
(Mazzette et al., 2005). 
Tra gli altri alimenti in cui può essere riscontrata la presenza del patogeno si 
ricordano: i vegetali come funghi, cavoli, broccoli, pomodori, lattuga e sedano, 
implicati in diverse epidemie di listeriosi umana, i frutti di mare come le cozze, 
vongole, ostriche (Chan et al., 2009) e le uova che, principalmente nel tuorlo, 
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CAPITOLO 4 
METODICHE DI ISOLAMENTO E TIPIZZAZIONE MOLECOLARE 
4.1 Metodi di isolamento colturali 
I metodi utilizzati da decenni nella rilevazione di Listeria negli alimenti sono 
attualmente molto numerosi e rappresentati principalmente da quelli colturali e 
molecolari. I metodi di ricerca colturali si distinguono in qualitativi e quantitativi; i 
primi permettono di determinare la presenza del microrganismo all’interno di un 
determinato alimento, i secondi ne consentono l’enumerazione (Valimaa et al. 2015). 
Nell’ambito dell’industria alimentare, per la rilevazione della Listeria spp. e L. 
monocytogenes vengono generalmente utilizzate metodiche colturali convenzionali 
(ISO 11290-1:1996 e 11290-2:1998) che permettono la rilevazione di un massimo di 
1-5 ufc in 25 g di alimento. Tali metodiche si articolano in quattro differenti fasi:  
1. Fase di pre-arricchimento: permette, attraverso la semina in terreni non selettivi, la 
rivitalizzazione del patogeno che a causa degli stress ambientali a cui viene 
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2. Fase di arricchimento selettivo: favorisce lo sviluppo del microrganismo ricercato 
attraverso l’utilizzo di un brodo specifico, che inibisce la crescita di una flora 
microbica differente; 
3. Fase di isolamento selettivo: permette, a seguito della semina in un terreno 
selettivo (contenente antibiotici e sostanze nutritive) l’isolamento e la replicazione 
del patogeno in esame con colonie dall’aspetto tipico del patogeno ricercato. 
All’isolamento mediante metodiche colturali, segue la conferma mediante test 
biochimici che consentono di comprovare la presenza di Listeria spp. e sono 
rappresentati dal test della catalasi, dalla colorazione di Gram, dalla prova 
dell’emolisi, dal camp test, ecc. In commercio è possibile riscontrare numerosi 
sistemi per la determinazione del profilo biochimico metabolico attraverso test 
multipli che permettono un’interpretazione dei risultati estremamente rapida; in 
particolare si ricorda il Sistema delle gallerie di tipizzazione biochimica API che 
consente di differenziare i ceppi batterici mediante la analisi simultanea delle varie 
attività biochimiche del microrganismo che si traducono in viraggi cromatici 
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4.2 Metodi di isolamento molecolari 
Tuttavia, per la ricerca di Listeria spp. e L. monocytogenes le metodiche 
prevalentemente utilizzate sono quelle molecolari, come l’amplificazione del DNA 
mediante PCR, l’immunolocalizzazione e la Real Time PCR che permettono il 
rilievo del microrganismo in tempi più brevi (< 48h), a seguito dell’eliminazione di 
alcune fasi dei metodi convenzionali quali, ad esempio, la selezione di colonie 
tipiche su terreni di coltura selettivi (Mata et al., 2016). In particolare, La Real Time 
PCR misura l'amplificazione in tempo realedurante la fase esponenziale della PCR, 
permettendo di ottenere risultati molto più accurati rispetto alla PCR tradizionale; 
può essere utilizzata per indagini qualitative, per determinare esclusivamente la 
presenza di una determinata sequenza target o quantitative, poiché consente la 
simultanea amplificazione e quantificazione del DNA target. In particolare, nella 
PCR Real time quantitativa si utilizzano dei fluorocromi che ad ogni ciclo di 
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4.3. Metodiche di caratterizzazione 
 Sierotipizzazione 
La sierotipizzazione è ampiamente applicata nella caratterizzazione di batteri 
patogeni enterici e fornisce utili informazioni relative all’eziologia dell’infezione, 
alla tipologia e gravità della malattia che l’agente patogeno è in grado di determinare 
ed al suo potenziale di resistenza antimicrobica (Salazar et al., 2015). Le varie 
tecniche per la sierotipizzazione utilizzate in tutto il mondo forniscono spesso un 
valido supporto anche all’identificazione e sorveglianza dei patogeni all’interno degli 
alimenti (Cheng et al, 2014). I ceppi di L. monocytogenes sono distinti in 13 
differenti sierotipi (1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d,4e,7) per la 
presenza degli antigeni somatici O, di natura polisaccaridica, e flagellari H, di natura 
proteica, che possono essere rilevati attraverso l’uso di metodiche tradizionali o 
molecolari. Nelle metodiche classiche la ricerca degli antigeni viene effettuata 
attraverso l’uso di appositi antisieri che, posti a contatto con la sospensione batterica, 
in caso di positività, comportano la comparsa di un agglomerato (agglutinazione) per 
la reazione dell’antigene con l’anticorpo. Tuttavia, in uno studio dell’Organizzazione 
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metodiche tradizionali per la sierotipizzazione, sia facile incorrere in alcuni problemi 
relativi alla qualità degli antisieri utilizzati e si verifichino spesso delle discrepanze 
nei risultati finali (Kérouanton et al., 2010). Nonostante il suo largo utilizzo, infatti, 
la sierotipizzazione tradizionale presenta diversi svantaggi quali l'elevato costo degli 
antisieri utilizzati, la presenza di isolati non tipizzabili, un tempo di esecuzione 
elevato ed un certo grado di imprecisione (Abdollahzadeh et al., 2016 b). 
Attualmente, per cercare di superare tali problematiche, i metodi maggiormente 
utilizzati sono quelli molecolari basati su PCR, poiché posseggono una serie di 
vantaggi che ne giustificano la diffusione; tra questi si ricordano la semplicità e la 
velocità di esecuzione, i costi contenuti ed una maggiore riproducibilità tra i 
laboratori ed una più elevata possibilità di standardizzazione. Negli ultimi anni infatti 
lo sviluppo di diversi studi, relativamente all’utilizzo della PCR multiplex per 
l’identificazione dei principali sierotipi di L. monocytogenes da ceppi isolati dai 
pazienti affetti da listeriosi e dagli alimenti (Salazar et al., 2015), ha evidenziato la 
maggiore sensibilità e specificità di tali metodiche rispetto ai metodi tradizionali, e la 
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in indagini epidemiologiche e nel monitoraggio dei microrganismi negli alimenti 
(Abdollahzadeh et al., 2016 a). 
 
 Valutazione della sensibilità agli antibiotici  
La resistenza agli antibiotici ed in particolare la multi-resistenza, dei microrganismi 
patogeni, che possono essere trasmessi all’uomo attraverso la catena alimentare, è 
considerata in tutto il mondo un problema per la salute pubblica (Fallah et al., 2013). 
Il primo ceppo multiresistente di L. monocytogenes è stato isolato nel 1988. In 
seguito, poiché livelli di resistenza antibiotica sono strettamente correlati alla 
modalità di utilizzo dei farmaci nelle varie aree geografiche (Abdollahzadeh et al., 
2016), nei vari continenti sono stati rilevati un gran numero di ceppi resistenti a 
diverse categorie di antibiotici (Tetracicline, Gentamicina, Penicillina, Ampicillina, 
Streptomicina, Eritromicina, ecc.) (Conter et al., 2008). Lo studio 
dell’antibioticoresistenza dei patogeni è, quindi, indispensabile poiché condiziona la 
scelta dei farmaci verso quelli in cui il patogeno è naturalmente resistente, al fine di 
migliorare il trattamento nel corso di infezione (Conter et al., 2008) e fornisce 
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delle malattie e la loro diffusione (Fallah et al., 2013). I metodi più comunemente 
utilizzati per testare la sensibilità antimicrobica dei patogeni sono: il metodo della 
diffusione su un terreno solido (agar) secondo Kirby-Bauer e il metodo che si basa 
sulla determinazione della minima concentrazione inibente (MIC). La prima 
metodica prevede la valutazione, su terreno agarizzato, dei diametri degli aloni di 
inibizione che circondano il punto di deposizione di dischetti antibiotati, mentre la 
seconda permette di saggiare, per le varie molecole testate, la Minima 
Concentrazione Inibente (MIC), intesa come la più bassa concentrazione del farmaco 
in grado di inibire la crescita "in vitro" del microrganismo testato. I diametri degli 
aloni di inibizione o le MIC vengono poi rapportati a valori soglia (breakpoint) fissati 
da alcune istituzioni scientifiche per le diverse combinazioni microrganismo-
antibiotico. Attraverso il confronto con i breakpoint relativi a ciascun antibiotico, i 
microrganismi possono essere classificati in: Sensibile (S), quando l’antibiotico, 
somministrato ai dosaggi comunemente raccomandati, è in grado di inibire la crescita 
batterica, Intermedio (I)  quando la crescita batterica è inibita solo al dosaggio 
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microrganismo ed, al fine di inibirla, l’antibiotico dovrebbe essere utilizzato a 
dosaggi che risulterebbero tossici per l’organismo.  
 
4.4 Tecniche di genotipizzazione 
Negli ultimi anni lo sviluppo e la standardizzazione di numerose tecniche di 
tipizzazione molecolare ha determinato un graduale passaggio dall’utilizzo delle 
metodiche fenotipiche a quelle di genotipizzazione. La ricerca di microrganismi 
come la Listeria con metodi molecolari, quali la PCR multiplex, la PCR real-time e 
la ribotipizzazione rappresentano quindi un importante strumento per lo studio della 
fonte di contaminazione degli alimenti da parte di questo particolare microrganismo 
(Phraephaisarn et al., 2017). Le metodiche utilizzate devono per questo possedere 
un’elevata capacità differenziale per poter distinguere, durante l’analisi dei diversi 
focolai di malattia, stipiti simili ma diversi tra loro. Attualmente non esiste una 
tecnica ideale ma è spesso l’utilizzo di differenti metodiche che permette la 
produzione di dati maggiormente significativi. Sulla base delle tecnologie utilizzate e 
dei marker genetici le tecniche di genotipizzazione possono essere suddivise in 
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Reaction (PCR e Multiplex-PCR), quelle che utilizzano pattern di restrizione come la 
Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE), la Ribotipizzazione e la MLST 
 
 Polymerase Chain Reaction (PCR) 
La PCR è una tecnica di laboratorio relativamente semplice che permette, da una 
quota di DNA estremamente piccola, di produrre un numero molto elevato di 
specifiche sequenze dell’acido nucleico, attraverso l’utilizzo di una DNA polimerasi. 
Nello studio dei microrganismi appartenenti al genere Listeria, tale metodica è 
spesso utilizzata, sia per identificare la presenza del batterio nel campione analizzato, 
come precedentemente accennato, ma anche e soprattutto nella caratterizzazione del 
microrganismo per acquisire importanti informazioni relative ad esempio alla 
virulenza ed al sierotipo. La metodica prevede, a seguito dell’estrazione del DNA 
totale dal campione alimentare, la preparazione di una miscela contenente: i due 
primer oligonucleotidici selezionati, che fiancheggiano la regione del DNA che deve 
essere amplificata, una DNA polimerasi che innesca la sintesi, quattro tipi di 
deossinucleotidi (dNTP) e delle soluzioni tampone. La miscela viene quindi inserita 
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cicli che comprendono: una fase di denaturazione (94-99°C) in seguito alla quale si 
verifica la scissione del doppio filamento di DNA; una fase di annealing (45-55°C) 
ovvero di appaiamento dei primer con i filamenti complementare del DNA 
denaturato; un’estensione finale (65-72°C), in cui la polimerasi estende i primers 
aggiungendo le basi all’estremità 3’; il risultato sono due copie di DNA a doppio 
filamento (Figura 3).  
 
Figura 3. Fasi della PCR 
I frammenti risultanti vengono quindi sottoposti ad elettroforesi su gel di agarosio e, 
dopo colorazione con bromuro d’etidio, visualizzati per mezzo di un 
transilluminatore. La PCR multiplex è una variante della PCR tradizionale e si avvale 
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determinato numero di geni o frammenti di geni (Robin et al, 2005. La multiplex 
PCR è attualmente utilizzata nell’identificazione delle specie di Listeria, 
nell’individuazione del sierotipo e nella ricerca dei geni che codificano per i fattori di 
virulenza (Phraephaisarn et al., 2017). I metodi che si basano sull’utilizzo della PCR 
presentano una serie di vantaggi che ne giustificano il grande impiego fra cui 
l’estrema semplicità e velocità di esecuzione, i costi relativamente contenuti e 
l’accuratezza dei risultati (Mucchetti et al.,2006). Data la loro elevata sensibilità le 
tecniche di PCR vengono spesso utilizzate negli studi di caratterizzazione molecolare 
di ceppi appartenenti alla specie L. monocytogenes anche quando la concentrazione 
del campione è relativamente ridotta.  
 
 Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) 
La Pulsed-field gel elettroforesi (PFGE) è attualmente considerata la metodica di 
sub-tipizzazione batterica "gold standard"per le indagini epidemiologiche su L. 
monocytogenes per l’elevata riproducibilità e capacità di discriminazione (Martin et 
al., 2014). Tuttavia, tale metodica mostra anche degli aspetti negativi rappresentati 
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stessa (Du et al., 2017). La PFGE si basa sull’utilizzo di particolari enzimi di 
restrizione che sono in grado di riconoscere e tagliare il DNA a livello diuna 
specifica sequenza nucleotidica e permettono la creazione di un'ampia gamma di 
formati (da 20 kb a 10.000 kb) di frammenti di DNA (Figura 4). 
 
Figura 4. Fasi della PFGE 
A differenza dell'elettroforesi convenzionale, nella quale il gel viene fatto correre in 
una sola direzione,l'elettroforesi in campo pulsato si basa sull’applicazione alternata 
di due campi elettrici per periodi di tempo crescenti ed una durata complessiva che 
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Figura 5. Direzione campi elettrici applicati nella PFGE 
Nella PFGE di L. monocytogenes l’analisi dei differenti profili di restrizione 
consente la comparazione genetica tra i diversi ceppi e per questo microrganismo la 
gamma di separazione è tra i 33 e 1135 kb. I parametri utilizzati nella PFGE di L. 
monocytogenes sono indicati nel protocollo PulseNet USA e gli enzimi di restrizione 
impiegati, ApaI o AscI (Felix et al. 2012), sono in grado di determinare 
rispettivamente, da 6 a 12 e da 14 a 17 frammenti nell'intervallo separazione. 
L’interpretazione dei profili ottenuti si basa sui criteri proposti da Tenover et al. nel 
1995 e gli isolati possono: 
- Essere indistinguibili dal ceppo di origine e quindi “parte” di un focolaio; 
- Differire per 2-3 bande e quindi “probabilmente” parte di un focolaio; 
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- Differire per più di sette bande e, per questo, non appartenere allo stesso 
focolaio. 
L’utilizzo della PFGE per la tipizzazione di batteri isolati dagli alimenti è 
attualmente uno strumento essenziale che permette il monitoraggio di cloni e ceppi e 
l’individuazione di focolai sul territorio nazionale ed internazionale. Inoltre, per 
garantire, la condivisione dei dati relativi ai diversi focolai, la rete di sorveglianza 
PulseNet, sviluppata nel 1996 negli Stati Uniti d'America, è stata estesa ad altri paesi 




La Ribotipizzazione è una metodica di tipizzazione genotipica completamente 
automatizzata piuttosto recente e molto accreditata, basata sull’analisi dei 
polimorfismi dei frammenti di restrizione dei geni codificanti gli RNA ribosomiali 
presenti nel genoma batterico.  Si tratta di una metodica simile alla RFLP in quanto, 
anche in questo caso, per la digestione del DNA si utilizzano delle endonucleasi di 
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(RiboPrinter) esegue in modo automatico tutte le fasi del processo, dalla lisi cellulare 
alla lettura e registrazione del risultato, fino al confronto tra i profili ottenuti con 
quelli presenti nel database. Trova, inoltre, largo impiego in campo alimentare 
poiché dal confronto dei pattern degli stipiti isolati dai casi clinici con quelli 
derivanti dai campioni alimentari ci permette di capire se un alimento è coinvolto 
nella trasmissione del microrganismo. 
 
 Multilocus sequence typing (MLST) 
La Multilocus sequence typing è stato uno dei primi metodi di tipizzazione basati 
sul sequenziamento. La metodica permette, infatti, il sequenziamento di segmenti 
interni di geni “house keeping” (geni che codificano per funzioni basilari del 
metabolismo cellulare), in cui il polimorfismo di alcuni nucleotidi determina 
variazioni alleliche che si traducono in determinati fenotipi (Imen et al, 2012, 
Barco et al, 2013). Il genotipo di ciascuno stipite viene codificato con una serie 
numerica e ad ogni numero corrisponde un tipo di allele presente per ognuno dei 
loci considerati. Le sequenze sono confrontate online con delle banche dati 
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derivanti dalla MLST sono facilmente ripetibili e per la sua elevata riproducibilità 
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CAPITOLO 5 
SCOPO DELLA RICERCA 
Listeria monocytogenes è un patogeno ubiquitario spesso riscontrato negli alimenti 
durante le fasi di lavorazione e al termine del processo di produzione. Si tratta di un 
microrganismo ben adattato alle diverse condizioni ambientali; può crescere, infatti, 
in un ampio intervallo di pH (tra 4 e 9), a valori piuttosto bassi di aw (0,9) ed a 
concentrazioni elevate di sale (10%) (Abdollahzadeh et al., 2016). La L. 
monocytogenes rappresenta oggi la quarta causa di zoonosi in Europa con un elevato 
tasso di letalità ed è responsabile della listeriosi umana, una grave infezione 
caratterizzata da meningiti, meningoencefaliti setticemia, aborto e infezioni prenatali 
prevalentemente in soggetti immuno-compromessi, bambini, anziani e donne in 
gravidanza (Chan et al., 2014). L'esito della malattia è legato alla somministrazione 
di antibiotici in grado di uccidere il microrganismo e determinare la guarigione 
dell’individuo interessato. Vari studi mostrano, tuttavia, come il tasso di guarigione 
dalla listeriosi sia solo di circa il 70% nonostante un gran numero di ceppi di Listeria 
siano suscettibili alla maggior parte degli antibiotici comunemente utilizzati 
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particolare la multi-resistenza, è considerata a livello mondiale un problema per la 
salute pubblica e la causa è da ricercarsi in un maggior impiego o nell’uso improprio 
degli antibiotici per la cura delle malattie in medicina umana e veterinaria e nella 
diffusione, spesso attraverso la catena alimentare, di ceppi resistenti. Inoltre, 
numerosi studi di caratterizzazione fenotipica e molecolare hanno evidenziato come i 
ceppi di L. monocytogenes differiscano tra loro, in particolare per l’ecologia e 
l’associazione ospite-patogeno. Un valido supporto nello studio di questo 
microrganismo è, infatti, dato dalle metodiche molecolari che nel corso degli anni si 
sono rivelate più rapide ed affidabili rispetto ai metodi microbiologici tradizionali 
(Alessandria et al., 2010). Basandosi sulle differenze presenti nelle sequenze degli 
acidi nucleici, permettono, infatti, di tipizzare vari ceppi isolati da casi clinici 
nell’uomo e negli animali, dagli alimenti o dagli ambienti di lavorazione (Orsi et al., 
2011). 
Pertanto, il nostro studio nasce con l’intenzione di: 
- Caratterizzare, attraverso l’uso di metodiche molecolari, in maniera quanto più 
completa possibile i ceppi batterici isolati in precedenti sedute di 
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patogenicità, attraverso l’identificazione di specie, l’appartenenza ad un 
determinato sierotipo e la presenza di geni che codificano per i fattori di 
virulenza. Inoltre, attraverso la PFGE capire quanto gli isolati in esame siano 
geneticamente correlati tra loro; 
- Testare la sensibilità degli isolati appartenenti a due distinte specie di Listeria, L. 
monocytogenes e L. innocua, ad antibiotici quali Ampicillina, Gentamicina e 
Vancomicina, Trimetoprim/Sulfametossazolo, Eritromicina, Cloramfenicolo 
utilizzati rispettivamente come prima e seconda scelta nella cura della listeriosi 
ed in quelli principalmente utilizzati nell’ambito dell’allevamento suino per la 
cura delle più frequenti patologie (Ampicillina, Tetraciclina, Eritromicina, 
Ciprofloxacina e Cefotaxime). E’ stato, infatti, spesso dimostrato il passaggio di 
informazioni genetiche tra le due specie comunemente riscontrate all’interno 
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CAPITOLO 6 
CENNI ALLA TECNOLOGIA DI PRODUZIONE DELLA SALSICCIA 
SARDA STAGIONATA 
La salsiccia sarda stagionata è un insaccato crudo semi-stagionato a fermentazione 
naturale, ottenuto da carni suine fresche, inclusa nell’elenco dei Prodotti Tradizionali 
della Sardegna (D.M. 18/07/2000 e successive integrazioni). Si presenta di forma 
cilindrica, di circa 30 mm di diametro e 40-45 cm di lunghezza, ripiegata a ferro di 
cavallo, viene preparata a partire da carni provenienti da suini di 10-12 mesi e del 
peso di 140-180 kg. Come materia prima possono essere impiegati tagli magri (spalla 
suina e rifilature magre), semigrassi (mediante sgrassatura parziale o completa della 
pancetta) o grassi (gola e lardo). La carne viene mondata, sezionata e sottoposta a 
macinatura. Parallelamente viene preparato il grasso, tagliato a cubetti di piccole 
dimensioni (lardelli) e poi aggiunto alla carne per dare gusto e consistenza 
all’impasto. Nella maggior parte delle produzioni di salsiccia sarda, ai tagli magri si 
aggiungono in proporzione variabile, tagli più grassi, quali tagli di gola o pancetta e 
pertanto l’aggiunta dei lardelli di solito non è necessaria. Alla carne trita viene 
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precedentemente pesata in rapporto alla quantità della carne. Gli ingredienti quali 
additivi, aromi, spezie, sale, nitrati, nitriti, acido ascorbico e pepe, sono comuni a 
tutti gli stabilimenti, ma ognuno caratterizza il prodotto con ulteriori ingredienti ed 
additivi. Nella tecnologia industriale vengono talvolta utilizzati latte in polvere o 
scremato, proteine del latte, zuccheri (lattosio, destrosio), starter costituiti 
prevalentemente da Lattobacilli (Mazzette et al., 1995). Dopo un periodo di sosta,di 
durata variabile da 12 a 24 ore, in condizioni di refrigerazione (0°-4°C), l’impasto 
viene insaccato mediante macchina insaccatrice e successivamente viene forgiato 
manualmente dagli operatori. La stagionatura può essere suddivisa in diverse fasi: 1) 
sgocciolamento-asciugatura (da 6 a 36 ore), durante la quale il prodotto subisce un 
riscaldamento graduale allo scopo di avviare il processo di asciugamento, ma 
soprattutto per attivare lo sviluppo dei microrganismi di interesse tecnologico già 
presenti nell’impasto o aggiunti sotto forma di colture starter; 2) essiccamento (da 3 a 
5 giorni), in cui la temperatura subisce una graduale riduzione (circa un grado al 
giorno) mentre l’umidità relativa aumenta gradualmente; 3) stagionatura vera e 
propria, la cui durata è molto variabile, da 7 a 25 giorni; 4) eventuale affumicamento, 
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apprezzati dal consumatore. La temperatura di stagionatura ha la massima 
importanza nella produzione della salsiccia sarda. Infatti, alle comuni temperature 
utilizzate (12°-14°C), si ha un rallentamento dell’azione dei batteri lattici, per cui gli 
stafilococchi possono svolgere pienamente le loro attività. Questi aspetti si 
ripercuotono anche sulle caratteristiche organolettiche del prodotto finito che sarà 
meno acido, dal gusto più morbido, anche per l’eventuale presenza di muffe che, 
utilizzando l’acido lattico, portano ad un parziale innalzamento del pH a fine 
stagionatura. 
Nel corso del processo tecnologico di produzione della salsiccia sarda, vengono 
applicati una serie di ostacoli (hurdles technology) secondo una precisa sequenza e 
interazione reciproca, volti ad inibire la sopravvivenza e lo sviluppo di 
microorganismi patogeni (S. aureus, L. monocytogenes, muffe) e agenti di spoilage 
(Pseudomonas spp. e altri gram -). Intervengono il sale ed i nitriti, la diminuzione del 
potenziale redox, la selezione dei batteri Lattici, il calo del pH ela riduzione dell’aw, 
in particolare durante la stagionatura (Man et al., 2000). La corretta applicazione 
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e sicurezza agli insaccati crudi stagionati. La stagionatura in particolare, dovrebbe 
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CAPITOLO 7 
MATERIALI E METODI 
Nel nostro studio sono stati testati 76 ceppi isolati nel corso di precedenti 
campionamenti presso 6 stabilimenti di produzione della Salsiccia Sarda stagionata, 
ubicati sul territorio sardo. I ceppi provenivano da:  
- matrici carnee: di questi 12 provenivano dalla carne macinata, 28 da salsicce 
alla fine della fase di acidificazione, 16 da salsicce stagionate; 
- matrici ambientali: di questi 12 provenivano da campioni prelevati da 
superfici a contatto con gli alimenti (impastatrice, tavolo, tritacarne, insaccatrice, 
vagonetto) e otto da superfici non a contatto con gli alimenti (canaletta di scolo). 
 
7.1 PROVE FENOTIPICHE DI CONFERMA DI LISTERIA 
MONOCYTOGENES E LISTERIA SPP. 
I ceppi analizzati in questo studio derivano da una precedente indagine che ha 
permesso l’isolamento di colonie presumibilmente appartenenti al genere Listeria, 
secondo le metodiche previste dai protocolli d’analisi (ISO 11290-1:1996 e 11290-
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broth (BHIb, Biolife, Italia) contenente glicerolo al 20%, sono stati seminati sul 
terreno selettivo-differenziale Agar Listeria Ottaviani & Agosti (ALOA Biolife, 
Milano, Italia), che permette la differenziazione delle colonie presumibilmente 
appartenenti alla specie L. monocytogenes da quelle appartenenti alle altre specie del 
genere Listeria, e posti ad incubare a 37°C per 24 h. Al termine del periodo di 
incubazione le colonie presunte L. monocytogenes, si presentavano di colore verde- 
azzurro circondate da un alone opaco, mentre quelle presuntivamente appartenenti 
alle altre specie ne erano prive. 
 
7.2 IDENTIFICAZIONE MOLECOLARE DEGLI ISOLATI 
7.2.1 Estrazione del DNA 
Preliminarmente tutti gli isolati sono stati sottoposti all’estrazione del DNA mediante 
il kit di purificazione Wizard Genomic (Promega Corp., Madison, WI), secondo le 
istruzioni della casa produttrice. Inizialmente, tutti i ceppi venivano seminati su 
piastre di Brain Heart Infusion agar (BHA, Biolife, Italia) ed incubati a + 37°C per 
24 h; da ciascuna piastra, una colonia veniva trasferita in 3 ml di BHIb e posta ad 
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ponendole a contatto con lisozima (1 mg / ml) a 37 ° C per 1 h. Successivamente alla 
sospensione batterica venivano addizionati 600 µl di Nuclei Lysis Solution (50 ml) e 
veniva posta ad incubare ad 80° C per 5 sec. In seguito venivano aggiunti in 
sequenza: 5 μl di RNase Solution, e veniva incubata a 37° C per 45 sec., e 200 μl di 
Protein Precipitation Solution. Dopo aver centrifugato la miscela, si procedeva al 
trasferimento del surnatante in 600 µl di Isopropanolo (AppliChem) che veniva a sua 
volta centrifugato a 13-16000 giri per 2 sec. ed il pellet addizionato a 600 µl di 
Etanolo al 70% (AppliChem) e centrifugato a 13-16000 giri per 2 sec.  Il surnatante 
così ottenuto veniva, infine, risospeso in 100 µl di DNA Rehydration Solution e 
conservato a -20° C in attesa delle successive analisi. 
 
7.2.2   Identificazione dei ceppi mediante multiplex PCR 
La PCR multiplex è stata sviluppata secondo il protocollo descritto da Ryu et al. 
(2013) modificato, al fine di visualizzare sette bande differenziali in un' unica 
reazione ed identificare i ceppi appartenenti al genere Listeria spp. e L. 
monocytogenes, L. innocua, L. ivanovii, L. grayi, L. seeligeri e L. welshimeri. Sono 
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seelingeri ATCC35967, L. ivanovii ATCC 19119, L. grayi ATCC 25401, L. innocua 
DSMZ 20649 e L. welshimeri DSMZ 20650, acquistati presso l’American Type 
Culture Collection (ATCC) e il Leibniz-Institut DSMZ- Deutsche Sammulung von 
und Mikroorganismen Zellkulturen GmbH (DSMZ). La reazione di amplificazione 
veniva effettuata in un volume finale di 25 µl contenente: buffer PCR 5X (Flexi 
Buffer Green GoTaq, Promega), 0,1 mM di Dntps mix (10 mM, Sigma), i primers 
Prs, JOgrayi, Lin0464, Liv22228, Lmo1030, Iseelin, Lwe1801, le cui concentrazioni 
sono indicate in Tabella 1, 4 mM di MgCl2 (50 mM, Invitrogen), 2 U di Taq 
polimerasi (GOTAQ Hot start 5U/µl, Promega), 1 µl di DNA ed infine H2O milliq 
sterile fino al raggiungimento del volume finale. Il programma di amplificazione del 
Thermalcycler Gene Amp PCR system 9700 (Applied Biosystems, USA) era il 
seguente: 
Fase N.cicli Temperatura Tempo 
Pre-incubazione 1 94 °C 5 min 
Amplificazione 35 
Denaturazione 94 °C 30 s 
Annealing 58 °C 30 s 
Estensione  72 °C 30 s 
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Specie Gene Primer Sequenza Prodotto 
Concentrazione 
Primer 
Genere Listeria prs 
PrsF GCTGAAGAGATTGCGAAAGAAG 
370 0.4 µM 
PrsR CAAAGAAACCTTGGATTTGCGG 
L. grayi Oxidoreductasi 
JOgrayiF GCGGATAAAGGTGTTCGGGTCAA 
201 0.24 µM 
JOgrayiR ATTTGCTATCGTCCGAGGCTAGG 
L. innocua Lin0464 
Lin0464F CGCATTTATCGCCAAAACTC 
749 2.5 µM 
Lin0464R TCGTGACATAGACGCGATTG 
L. ivanovii namA 
Liv22228F CGAATTCCTTATTCACTTGAGC 
























Tabella 1. Primers utilizzati per l’identificazione delle sei specie di Listeria. 
 
Dopo aver portato la temperatura finale a 10 °C, gli amplificati venivano sottoposti 
ad elettroforesi mediante gel di agarosio 3% in tris-acetato-EDTA (TAE) 1X 
(Invitrogen, USA), visualizzati mediante l’impiego del sistema Gel-Doc UV trans 
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7.3 DETERMINAZIONE DEL SIEROTIPO MEDIANTE MULTIPLEX PCR 
Tutti gli isolati identificati appartenenti alla specie L. monocytogenes sono stati 
sottoposti ad una PCR multiplex secondo quanto indicato nel protocollo di Doumith 
et al. (2004), per la ricerca dei quattro principali sierotipi (1/2a, 1/2b, 1/2c e 4b) più 
frequentemente associati a casi di malattia nell’uomo ed isolati dagli alimenti. 
Venivano ricercati i geni: lmo0737, lmo1118, ORF2819 e ORF2110 e come controllo 
interno di amplificazione veniva determinato il gene prs, specifico per il genere 
Listeria (Tabella 2).  





















370 0.2 µM 
 
Tabella 2. Primers utilizzati nella determinazione del sierotipo 
La reazione di amplificazione veniva effettuata in un volume finale di 50 µl 
contenente: buffer PCR 5X (Flexi Buffer Green GoTaq, Promega), 0,2 mM di Dntps 
mix (10 mM, Sigma), i primers lmo 0737, lmo 1118, ORF2819, ORF 2110, prs alle 
concentrazioni indicate nella Tabella 2, 2 mM di MgCl2 (50 mM, Invitrogen), 2 U di 
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milliq sterile fino al raggiungimento del volume finale. Il programma di 
amplificazione del Thermalcycler Gene Amp PCR system 9700 (Applied 
Biosystems, USA) era il seguente: 
Fase N.cicli Temperatura Tempo 
Pre-incubazione 1 94 °C 3 min 
Amplificazione 35 
Denaturazione 94 °C 40 s 
Annealing 53 °C 1.15 min 
Estensione  72 °C 1.15 min 
Incubazione finale 1 72°C 7 min 
 
Successivamente, gli amplificati venivano sottoposti ad elettroforesi mediante gel di 
agarosio 2,5 % in tris-acetato-EDTA (TAE) 1X (Invitrogen, USA). Le immagini 
venivano visualizzate mediante impiego del Gel-Doc UV trans illuminator (Bio-Rad,  
USA) ed elaborate con il software Quantity-One (Bio-Rad, USA). 
 
7.4 DETERMINAZIONE DEL PROFILO DI VIRULENZA 
Su tutti gli isolati appartenenti alla specie L. monocytogenes è stata effettuata la 
ricerca dei seguenti geni che codificano per i fattori di virulenza responsabili del 
meccanismo di patogenicità del suddetto microrganismo: prfA (attivatore 
transcrizionale), hlyA (emolisina), rrn (sub unità 16S rRNA), inlA e inlB (internaline 
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metalloproteasi). La determinazione è stata effettuata mediante 3 distinte PCR 
multiplex secondo quanto descritto da Border (1990) e Jaradat (2002) e le sequenze e 










CAG CAG CCG CGG TAA TAC 






CCT AAG ACG CCA ATC GAA 





GAC GAA AAT CCC GAA GTG AA 
CTA GCG AAG GTG CTG TTT CC 




CTG TTG GAG CTC TTC TTG GTG AAG CAA 
TCG 






CCT AGC AGG TCT AAC CGC AC 






AAA GCA CGA TTT CAT GGG AG 





ACA AGC TGC ACC TGT TGC AG 






CGA GCA AAA CAG CAA CGA TA 





GGG AAA TTT GAC ACA GCG TT 





TTG TTC TGG AAT TGA GGA TG 
TTA AAA AGG AGC GGT GAA AT 
502 0.2 µM 
 
Tabella 3. Primers utilizzati nella determinazione del profilo di virulenza 
 
 
- PCR MULTIPLEX n.1: 
Con la prima PCR multiplex venivano ricercati i seguenti geni: rrn, hlyA, actA e prfA 
e utilizzati i seguenti primer: U1, LI1, LM1, LM2, actAF, Actar, prfA0 e prfA1. La 
reazione di amplificazione veniva effettuata in un volume finale di 50 µl contenente: 
buffer PCR 5X (Flexi Buffer Green GoTaq, Promega), 0,2 mM di Dntps mix (10 
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concentrazioni sono indicate nella Tabella 3, 1,5 mM di MgCl2 (50 mM, Invitrogen), 
1 U di Taq polimerasi (GOTAQ Hot start 5U/µl, Promega), 2 µl di DNA e infine 
H2O milliq sterile fino al raggiungimento del volume finale. Il programma di 
amplificazione del Thermalcycler Gene Amp PCR system 9700 (Applied 
Biosystems, USA) era il seguente: 
Fase N.cicli Temperatura Tempo 
Pre-incubazione 1 94 °C 2.5 min 
Amplificazione 24 
Denaturazione 94 °C 1.20 min 
Annealing 55 °C 1.50 min 
Estensione 72 °C 2 min 
Incubazione finale 1 72°C 10 min 
 
 
- PCR MULTIPLEX n.2: 
La seconda PCR multiplex veniva effettuata allo scopo di ricercare i seguenti geni: 
inlA, inlB e IAP e comprendeva i primer: inlAF, inlAR, inlBF, inlBR, iap1, iap2. La 
reazione di amplificazione veniva effettuata in un volume finale di 50 µl contenente: 
buffer PCR 5X (Flexi Buffer Green GoTaq, Promega), 0,2 mM di Dntps mix (10 
mM, Sigma), i primers inlAF, inlAR, inlBF, inlBR, iap1, iap2 le cui concentrazioni 
sono indicate in Tabella 3, 1,5 mM di MgCl2 (50 mM, Invitrogen),1 U di Taq 
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sterile fino al raggiungimento del volume finale. Il programma di amplificazione del 
Thermalcycler Gene Amp PCR system 9700 (Applied Biosystems, USA) era il 
seguente: 
Fase N.cicli Temperatura Tempo 
Pre-incubazione 1 94 °C 1 min 
Amplificazione 35 
Denaturazione 94 °C 1 min 
Annealing 60 °C 2 min 
Estensione 72 °C 1 min 
Incubazione finale 1 72°C 5 min 
 
 
- PCR MULTIPLEX n.3: 
Nella terza PCR multiplex, che ha permesso l’amplificazione dei geni: plcA, plcB e 
mpl, venivano utilizzati i seguenti primer: plcAF, plcAR, plcBF, plcBR, mpl0 e mpl1. 
La reazione di amplificazione veniva effettuata in un volume finale di 50 µl 
contenente: buffer PCR 5X (Flexi Buffer Green GoTaq, Promega), 0,2 mM di Dntps 
mix (10 mM, Sigma), i primers plcAF, plcAR, plcBF, plcBR, mpl0 e mpl1 le cui 
concentrazioni sono indicate in Tabella 3, 1,5 mM di MgCl2
 
(50 mM, Invitrogen),1 U 
di Taq polimerasi (GOTAQ Hot start 5U/µl, Promega), 2 µl di DNA e infine H2O 
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amplificazione del Thermalcycler Gene Amp PCR system 9700 (Applied 
Biosystems, USA) era il seguente: 
Fase N.cicli Temperatura Tempo 
Pre-incubazione 1 94 °C 3 min 
Amplificazione 35 
Denaturazione 94 °C 1 min 
Annealing 60 °C 2 min 
Estensione 72 °C 1 min 
Incubazione finale 1 72°C 5 min 
 
Gli amplificati di ciascuna PCR multiplex venivano sottoposti ad elettroforesi 
mediante gel di agarosio all’1,5 % in tris-acetato-EDTA (TAE) 1X (Invitrogen, 
USA). Le immagini venivano visualizzate mediante impiego del Gel-Doc UV trans 
illuminator (Bio-Rad, USA) ed elaborate con il software Quantity-One (Bio-Rad, 
USA). 
 
7.5 TIPIZZAZIONE MOLECOLARE MEDIANTE ELETTROFORESI IN 
CAMPO PULSATO (PFGE) 
Tutti i ceppi appartenenti alla specie L. monocytogenes sono stati sottoposti ad 
elettroforesi in campo pulsato (PFGE) secondo il protocollo standardizzato PulseNet 
(CDC, Atlanta), modificato. Inizialmente, gli isolati ed un ceppo di Salmonella 
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Heart Infusion Agar (BHIA, Microbiol) ed incubati a 37°C per 24 h. Alcune colonie 
appartenenti a ciascun isolato venivano quindi sospese in provette sterili contenenti 4 
ml di TE BUFFER 1% (10 mM Tris: 1mM EDTA, Invitrogen) e sottoposte alla 
lettura della densità ottica allo spettrofotometro (610 nm) in modo da ottenere un 
valore di densità ottica (OD) compreso tra 0.8 e 1. Successivamente, 400 μl della 
sospensione venivano trasferiti in tubi sterili da 1,5 ml, venivano aggiunti 20 μl di 
Lisozima (10 mg/ml, Sigma) e venivano posti ad incubare a 55°C per 10 min. In 
seguito venivano addizionati 20 μl di Proteinase k (20 mg/ml, Invitrogen) e 400 μl di 
gel di agarosio al 2%; il gel di agarosio veniva preparato come segue: a 0,50 g di 
agarosio (Agarose for pulsed field electrophoresis running gel, Sigma) venivano 
addizionati 47,5 ml di TE Buffer 1% e la soluzione riscaldata in un forno a 
microonde; infine venivano addizioni 2,5 ml di SDS al 10% (Sodium Dodexyl 
Sulfate, Invitrogen) e la soluzione mantenuta a 56°C fino al successivo utilizzo. A 
questo punto, 400 μl della sospensione venivano trasferiti in tubi sterili da 1,5 ml, 
venivano aggiunti 20 μl di Lisozima (10 mg/ml, Sigma) e venivano posti ad incubare 
a 55°C per 10 min. Successivamente, venivano addizionati 20 μl di Proteinase k (20 
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dispensata all’interno delle plugmolds e queste poste a 4 ° C per 15-20 min. Al fine 
di favorire la lisi delle cellule le plugs venivano trasferite in provette falcon da 50 ml, 
sospese in una soluzione di lisi e poste in agitazione per 2 h in un bagnetto 
termostatato a 55°C; la soluzione di lisi veniva preparata come segue: a 70 ml di 
acqua millq mantenuta in agitazione venivano addizionati 3,3 ml di Sarcosyl all’1% 
(N-Lauroylsarcosine, Sodium salt, Sigma) e 18,6 g di EDTA (Sigma) e con 
l’aggiunta di NaOH 2M (Sigma) la soluzione veniva portata ad un valore di pH pari a 
9.5. Ciascuna plug contenente il ceppo batterico veniva quindi sottoposta a due 
lavaggi con acqua distillata sterile alla temperatura di 55°C e successivamente a tre 
lavaggi in TE BUFFER (10 mM Tris: 1mM EDTA) alla medesima temperatura. Al 
termine le plugs venivano conservate a 4°C fino alla successiva fase di restrizione. 
Le plugs venivano, infine, sospese in una mix di digestione (Restriction buffer 10X, 
BSA 10 mg/ml, ApaI 50U/μl), contenente l’enzima di restrizione (ApaI per Listeria e 
XbaI per Salmonella) e poste ad incubare per 2 h alla temperatura adeguata 
all’enzima utilizzato (25°C ApaI e 37°C XbaI). Successivamente su un gel di 
agarosio all’1% venivano caricati i frammenti delle plugs digerite e del ceppo di 
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veniva utilizzato lo CHEF-DR II, la cui cella veniva riempita con 2,25 litri di 
tampone TBE 0.5X mantenuti ad una temperatura di 14 ° C, ed i parametri impostati 
per la corsa erano i seguenti:  
- Initial switch Time 4 s 
- Final switch time 40 s 
- Voltage 6V 
- Included angle 120° 
- Run time 19 h 
 
In seguito il gel veniva colorato in bromuro di etidio (10 mg/ml, Invitrogen) per 30 
minuti e decolorato in acqua per 60 minuti e le immagini visualizzate mediante 
impiego del Gel-Doc UV trans illuminator (Bio-Rad, USA). L’analisi dei profili di 
macrorestrizione ottenuti dall’elettroforesi in campo pulsato veniva effettuata 
mediante software Gel compar II version 6.5 (Applied Maths, Belgio). Le similarità 
tra i profili di macrorestrizione (MRP) venivano calcolate utilizzando il coefficiente 
Dice e una tolleranza dell’1%. Per la clusterizzazione e la costruzione del 
dendrogramma veniva utilizzato l’indice di raggruppamento UPGMA (Unweighted 
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7.6 VALUTAZIONE IN VITRO DELLA SENSIBILITÀ AGLI ANTIBIOTICI 
DEI CEPPI DI L. MONOCYTOGENES E L. INNOCUA 
Tutti i ceppi appartenenti alle specie L. monocytogenes e L.innocua sono stati testati 
per la valutazione in vitro della sensibilità agli antibiotici attraverso l’utilizzo di due 
metodiche: a. Micrometodo per la valutazione della Minima Concentrazione Inibente 
(MIC) e b. Metodo della Disk Diffusion. 
 
a. Micrometodo per la valutazione della Minima Concentrazione Inibente 
(MIC) 
Con questa la metodica è stata valutata la Concentrazione Minima Inibente MIC 
(Minimal Inhibitory Concentration), ovvero la più bassa concentrazione di 
antibiotico in grado di inibire la crescita visibile di un microrganismo, attraverso 
l’uso di micropiastre con fondo a U da 96 pozzetti (12X8, Thermo fisher) secondo le 
indicazioni della CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute). La resistenza 
antimicrobica di tutti i ceppi appartenenti alla specie L. monocytogenes e L.innocua è 
stata testata per i seguenti antibiotici: Ampicillina (5g, Sigma), Gentamicina (1 GM, 
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Vancomicina (250 mg, Sigma), Ciprofloxacina (5g, Sigma), Cefotaxime (100 mg, 
Sigma), Eritromicina (5g, Sigma). Tutti i ceppi venivano inoculati su piastre di Brain 
Heart Infusion Agar (BHA, Biolife Italia) ed incubati a 37°C per 18 h. 
Successivamente alcune colonie venivano sospese in 5 ml di Mueller Hilton broth 
(MHB, Oxoid) sterile eveniva misurata l’assorbanza (risultato compreso tra 0.08 e 
0.1 OD) per mezzo di uno spettrofotometro (Shimadzu UV-1700 series) alla 
lunghezza d’onda di 625 nm. In seguito 100 µl di MHB venivano distribuiti in tutti i 
96 pozzetti della micropiastra; 100 µl della soluzione di antibiotico (pari a quattro 
volte la dose massima utilizzata, 128X4 = 512 µg/ml) venivano addizionati ai 100 µl 
della prima fila della micropiastra e da questa altri 100 µl venivano raccolti e 
trasferiti nella seconda fila, in modo che la concentrazione dell’antibiotico venisse 
progressivamente ridotta. L’ultima fila di pozzetti veniva utilizzata come controllo. 
Infine, 100 µl di inoculo venivano addizionati a tutti i pozzetti (per un volume finale 
di 200 µl per pozzetto) e le micropiastre poste ad incubare a 37°C per 18 h. Per poter 
valutare visivamente la presenza di fattori che indicano l’avvenuta crescita del 
microrganismo (sedimento od opacità della soluzione) all’interno dei pozzetti, le 
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b. Metodo della Disk Diffusion 
Il metodo della diffusione su piastra è stato effettuato su tutti i ceppi di L. 
monocytogenes e L. innocua secondo le indicazioni della CLSI (Clinical and 
Laboratory Standards Institute) e sono stati testati i seguenti antibiotici: 
Trimetoprim/Sulfametossazolo in associazione (Oxoid,25µ). Tutti gli isolati 
venivano, quindi, inoculati su piastre di Brain Heart Infusion Agar (BHIA) ed 
incubati a 37°C per 18 h. Alcune colonie di ciascuna piastra venivano sospese in 5 
ml di Mueller Hilton broth (MHB) sterile fino ad ottenere una sospensione di 0,5 
McFarland che veniva inoculata in piastre di Mueller Hilton Agar (MHA, Oxoid). In 
seguito i dischetti contenenti la concentrazione nota di antibiotico e mantenuti a 
temperatura ambiente per almeno 2 h, venivano sterilmente applicati sulla superficie 
delle suddette piastre, successivamente poste ad incubare a 37°C per 18 h. La lettura 
delle piastre veniva effettuata, sopra una superficie non riflettente, attraverso la 
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8.1 CONFERMA DI LISTERIA MONOCYTOGENES E LISTERIA SPP. 
I risultati relativi alle prove fenotipiche di conferma dell’appartenenza dei 76 isolati 
al genere Listeria ed alla specie L. monocytogenes sono riportati nella Tabella 4 e 
nella Tabella 5. Dei ceppi analizzati, 41 (54%) apparteneva presumibilmente alla 
specie L. monocytogenes poiché, a seguito della crescita sulle piastre del terreno 
selettivo-differenziale ALOA, le colonie erano circondate dall’alone caratteristico 
della specie. Di questi, tre derivavano da campioni di superfici a contatto con 
l’alimento ed in particolare dall’impastatrice, dall’insaccatrice e da un vagonetto, sei 
da superfici non a contatto (canaletta di scolo) e 32 dall’alimento (9 dalla carne 
macinata, 16 da salsicce a fine acidificazione,7 da salsicce stagionate). Gli altri 35 
(46 %) isolati appartenevano presumibilmente ad altre specie del genere Listeria 
poiché non presentavano alcun alone di crescita ed in particolare due provenivano da 
superfici non a contatto con gli alimenti (canaletta di scolo), nove da campioni di 
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dall’alimento (3 da carne macinata, 12 da salsicce a fine acidificazione, 9 da salsicce 
stagionate). 
 
8.2 IDENTIFICAZIONE MOLECOLARE DEGLI ISOLATI 
Tutti gli isolati in esame sono stati sottoposti ad identificazione molecolare mediante 
PCR multiplex, confermando in parte i risultati delle prove di identificazione 
fenotipica, Tabelle 6 e 7. Dei 76 ceppi analizzati, 36 (47 %) sono stati confermati 
come appartenenti alla specie L. monocytogenes e tutti presentavano l’alone di 
crescita a seguito della semina su terreno selettivo/differenziale effettuata durante le 
prove di conferma fenotipica. Di questi, tre derivavano da campioni di superfici a 
contatto con l’alimento ed in particolare dall’impastatrice, dall’insaccatrice e da un 
vagonetto, sei da superfici non a contatto (canaletta di scolo) e 27 dall’alimento (7 
dalla carne macinata, 14 da salsicce a fine acidificazione, 6 da salsicce stagionate). 
Tra gli altri isolati, 22/76 (29%) sono risultati appartenerealla specie L. innocua, dei 
qualidue derivavano da campioni di superfici a contatto con l’alimento (tritacarne e 
tavolo), uno da superfici non a contatto (canaletta di scolo) e 19 dall’alimento (3 
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i 22 isolati identificati mediante PCR come L. innocua, tre (appartenenti 
rispettivamente a campioni di carne macinata, salsicce a fine acidificazione e salsicce 
stagionate) presentavano l’alone di crescita su ALOA tipico della specie L. 
monocytogenes. Tutti gli altri isolati (18/76, 24%) sono risultati appartenere alla 
specie L. welshimeri; di questi sette derivavano da campioni di superfici a contatto 
con l’alimento (3 tritacarne, 4 tavolo), uno da superfici non a contatto (canaletta di 
scolo) e 10 dall’alimento (2 dalla carne macinata, 7 da salsicce a fine acidificazione, 
1 da salsicce stagionate). Anche in questo caso due isolati (appartenenti 
rispettivamente a campioni di carne macinata e salsicce a fine acidificazione) 
presentavano l’alone di crescita su ALOA. 
 
8.3 DETERMINAZIONE DEL SIEROTIPO 
I 36 isolati risultati appartenere alla specie L. monocytogenes sono stati sottoposti ad 
una PCR multiplex per l’identificazione del sierotipo ed i risultati sono riportati in 
Tabella 8. Il sierotipo 1/2c è risultato prevalente, riscontrato in 16 (44,4 %) isolati, di 
cui due derivanti da campioni di superfici a contatto con gli alimenti (impastatrice ed 
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di scolo) e 13 da alimento (7 carne macinata, 2 salsicce a fine acidificazione, 4 
salsicce stagionate). Gli altri isolati, 14 (39%) sono risultati appartenere ai sierotipi 
1/2a, di cui uno derivante da campioni di superfici a contatto con gli alimenti 
(vagonetto), cinque da campioni di superfici non a contatto con gli alimenti 
(canaletta di scolo) e otto da alimento (6 salsicce a fine acidificazione, 2 salsicce 
stagionate). Infine, seiisolati (17%) sono risultati appartenere al sierotipo 4b e 
derivano tutti da campioni di salsicce a fine acidificazione. Nessun isolato è risultato 
appartenere al sierotipo 1/2b. 
 
8.4 DETERMINAZIONE DEL PROFILO DI VIRULENZA 
I prodotti di amplificazione dei geni di virulenza ricercati sui 36 isolati di L. 
monocytogenes, riportati nella Tabella 9, presentavano le seguenti prevalenze: inlA 
86,1%, inlB 100%, iap 100%, rrn 97,2%, hlyA 98 %, prfA 98 %, plcA 97,2%, plcB 
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8.5 TIPIZZAZIONE MOLECOLARE MEDIANTE ELETTROFORESI IN 
CAMPO PULSATO (PFGE) 
I risultati relativi all’elettroforesi in campo pulsato (PFGE) dei 36 isolati appartenenti 
alla specie L. monocytogenes, analizzati mediante il software Gel compar II version 
6.5 (Applied Maths, Belgio) che ha permesso l’analisi dei profili di restrizione e la 
costruzione di un dendrogramma, sono riportati in Figura 6. I differenti pulsotipi 
evidenziati utilizzando l’enzima di restrizione ApaI risultano essere 28. Tra questi 24 
isolati hanno mostrato pulsotipi ApaI unici, mentre 12 sono stati raggruppati in 4 
Profili (A-B-C e D) costituiti da pulsotipi con omologia superiore all’80%. Il Profilo 
A era costituito da tre isolati appartenenti al sierotipo 1/2c e derivanti da campioni di 
carne macinata (2) e ambientali (1, impastatrice), prelevati nella stessa seduta di 
campionamento e provenienti dallo stesso stabilimento di produzione. Il Profilo B 
contava due isolati che pur facendo parte dello stesso pulsotipo, provenivano da 
differenti campioni (salsiccia a fine acidificazione e carne macinata), avevano 
differente sierotipo (1/2a e 1/2c), ed erano stati prelevati da due distinti stabilimenti 
di produzione in diverse giornate di campionamento. Del Profilo C, l’unico 
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al sierotipo 1/2a e provenienti da campioni di salsiccia stagionata (1), salsiccia a fine 
acidificazione (2) ed ambientali (1, vagonetto), prelevati nella stessa seduta di 
campionamento dallo stesso stabilimento di produzione. Il Profilo D era, infine, 
composto da tre isolati tutti appartenenti al sierotipo 4b, provenienti da salsicce a fine 
acidificazione e prelevati dal medesimo stabilimento nella stessa seduta di 
campionamento. Inoltre, i ceppi appartenenti allo stesso profilo, ad esclusione di 
quelli del profilo B, possedevano gli stessi geni che codificano per i fattori di 
patogenicità (Figura 7). I pulsotipi presenti nel nostro studio potrebbero essere, 
inoltre, raggruppati in quattro diversi Cluster (1-4). Il Cluster 1, con quattro pulsotipi 
(I, II, III, IV), con un livello di somiglianza del 74,9%, comprende sei isolati tutti 
appartenenti al sierotipo 1/2c. Il Cluster 2 (livello di similarità 60,4%) comprende 12 
pulsotipi (V, VI,VII, VIII, IX, X, XI, XII, XIII, XIV, XV, XVI) e 13 isolati dei quali 
tre appartenenti al sierotipo 1/2a e10 all’1/2c. Il Cluster 3 (livello di similarità 
59,9%) è costituito da otto pulsotipi (XVII, XVIII, XIX, XX, XXI, XXII, XXIII, 
XXIV) e 11 isolati tutti appartenenti al sierotipo 1/2a. Infine, il Cluster 4 (livello di 
similarità 71,8%) comprende tre pulsotipi (XXV, XXVI, XXVII) e sei isolati tutti 
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tutti gli stessi geni che esprimono i fattori di patogenicità testati (inlA, inlB, iap, rrn, 
hlyA, prfA, plcA, plcB, mpl), ad eccezione di uno (Lm 62) che non possedeva i geni 
hlyA e prfA. Anche nel Cluster 2 è stata riscontrata una certa uniformità; tutti gli 
isolati presentavano lo stesso profilo di patogenicità (inlA, inlB, iap, rrn, hlyA, prfA, 
plcA, plcB, mpl), tranne due (Lm 30 e Lm 53) che possedevano anche il gene actA ed 
uno (Lm 39) che non possedeva il gene rrn. I pulsotipi del Cluster 3 mostravano lo 
stesso profilo di patogenicità (inlA, inlB, iap, rrn, hlyA, prfA, plcA, plcB, mpl), ad 
esclusione di tre isolati (Lm 27, Lm 28 e Lm 29) che possedevano anche il gene actA 
e di uno (Lm 95) che era privo dei geni hlyA, prfA, plcA, plcB e actA. Infine, nel 
Cluster 4, cinque isolati (Lm 80, Lm 87, Lm 52, Lm 78 e Lm 85) possedevano gli 
stessi geni di patogenicità (inlB, iap, rrn, hlyA, prfA, plcA, plcB, mpl, actA), mentre 
un solo isolato (Lm 83) non possedeva il gene actA (Figura 8). 
 
8.6 VALUTAZIONE IN VITRO DELLA SENSIBILITÀ AGLI ANTIBIOTICI 
DEI CEPPI DI L. MONOCYTOGENES E L. INNOCUA 
Nel nostro studio è stata valutata in vitro la sensibilità a 9 antibiotici dei 36 isolati 
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innocua. L’interpretazione dei risultati è stata effettuata seguendo le linee guida del 
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2007 e 2013) per Staphylococcus 
spp. ed è stato possibile classificare i microrganismi in tre distinte categorie: Sensibili 
(S), Intermedi (I) e Resistenti (R). Inoltre, quelli che mostravano resistenza ad un 
numero superiore di tre categorie di antibiotici venivano considerati Multiresistenti 
(MDR). I risultati ottenuti col metodo della minima concentrazione inibente (MIC) 
sono riassunti nella Tabella 10.  
Per quanto riguarda quelli relativi, invece, a due antimicrobici utilizzati in 
associazione, quali il Trimetoprim/Sulfametossazolo, testati con la metodica della 
Disk diffusion, tutti gli isolati (100%) sono risultati Sensibili.  
Tutti i ceppi hanno, inoltre, mostrato elevati livelli di sensibilità nei confronti degli 
antibiotici utilizzati come prima scelta nella cura della listeriosi, l’Ampicillina 
(35/36, 97,2% L.m. e 15/22, 95,4% L.i.) e la Gentamicina (26/36, 72,2% L.m. e 
15/22, 69% L.i.). Mentre, per quanto riguarda gli antimicrobici utilizzati come 
seconda scelta, gli isolati di L. monocytogenes hanno mostrato una resistenza 
maggiore rispetto a quelli appartenenti alla specie L. innocua. In particolare, 23/36 
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Vancomicina, mentre 20/36 (55,5%) isolati di L. monocytogenes e 0/22 di L. innocua 
sono risultati resistenti all’Eritromicina. Anche nei confronti del Cloramfenicolo gli 
isolati di L. monocytogenes hanno mostrato una certa resistenza (14/36, 47 %), 
superiore a quanto osservato negli isolati di L. innocua che presentavano una 
prevalenza della resistenza pari al 9% (2/22) degli isolati. Inoltre, è stato possibile 
rilevare un’elevata resistenza (29/36, 83,3%) dei ceppi di L. monocytogenes nei 
confronti delle Cefalosporine di terza generazione (Cefotaxime). Come si può 
osservare, tutti gli isolati appartenenti ad entrambe le specie hanno mostrato livelli di 
resistenza agli antimicrobici piuttosto variegati. In particolare, la prevalenza più 
elevata della resistenza è stata osservata nei confronti delle Tetracicline. Infatti, tutti 
gli isolati (100%) sono risultati resistenti a questa classe di antibiotici. 
Inoltre, 32/36 (89 %) isolati di L. monocytogenese 6/22 di L. innocua sono risultati 
Multiresistenti (Tabelle 11 e 12). Tra gli isolati di L. monocytogenese L. innocua è 
stato infatti possibile identificare, 18 e 9 rispettivamente, diversi Profili di resistenza. 
In particolare tra gli isolati di L. monocytogenes appartenenti al sierotipo 1/2a sono 
stati identificati 12 profili di resistenza; tra questi quattro isolati sono risultati 
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cinque antibiotici ed, infine, sei sono risultati resistenti a cinque antibiotici. Gli 
isolati appartenenti al sierotipo 1/2c sono, invece, risultati: due resistenti a tre distinti 
antibiotici, due hanno mostrato resistenza nei confronti di quattro antibiotici, otto 
erano resistenti a cinque antibiotici e tre mostravano resistenza a sei antibiotici. Tra 
gli isolati appartenenti al sierotipo 4b è stata riscontrata una resistenza da parte di tre 
isolati a tre distinti antibiotici e un solo isolato è risultato resistente a quattro 
antibiotici. Gli isolati di L. innocua hanno invece mostrato 9 diversi profili di 
resistenza; in particolare un isolato è risultato resistente a due distinti antibiotici, 
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I 76 ceppi analizzati in questo studio derivano da una precedente indagine che ha 
permesso l’isolamento di colonie presumibilmente appartenenti al genere Listeria. 
Attraverso prove fenotipiche di conferma, mediante la valutazione della presenza 
dell’alone di crescita caratteristico di L. monocytogenes, è stato possibile identificare 
il 54 % degli isolati come presumibilmente appartenenti alla specie L. 
monocytogenes ed il 46 % come appartenenti ad altre specie del genere Listeria. 
Tuttavia, per mezzo di una PCR multiplex è stato possibile confermare solo in parte i 
risultati delle prove fenotipiche. Infatti, il 47% dei ceppi è stato confermato come L. 
monocytogenes, mentre il 29% ed il 24% sono risultati appartenere rispettivamente 
alle specie L. innocua e L. welshimeri. Attraverso l’utilizzo della metodica PCR è 
stato quindi possibile identificare gli isolati in maniera più specifica. 
I sierotipi 1/2a, 1/2b e 4b sono responsabili del 95% dei casi di listeriosi nell’uomo 
mentre il sierotipo 1/2c è maggiormente implicato negli episodi sporadici di malattia. 
Inoltre, i ceppi appartenenti al sierogruppo 1/2 sono quelli più frequentemente 
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predominanti sono stati l’1/2c e l’1/2a mentre un numero inferiore di isolati è 
risultato appartenere al sierotipo 4b, come è stato riscontrato anche in precedenti 
studi effettuati negli ambienti di lavorazione della carne (Martin et al., 2014, 
Chasseignaux et al, 2001; Giovannacci et al, 1999, Thevenot et al,2005). In 
particolare, i ceppi derivanti da campioni di salsicce a fine stagionatura 
appartenevano ai sierotipi 1/2a (n.2) e 1/2c (n.4) e la presenza di più di un sierotipo 
conferma, come già riportato da altri autori, che durante questa fase della lavorazione 
non viene selezionato alcun sierotipo specifico di L. monocytogenes(Rocourt et al. 
1997; Thèvenot et al., 2005). Nonostante precedenti studi condotti in cinque macelli 
sardi (Meloni et al., 2013) affermino la scarsa prevalenza del sierotipo 1/2a nella 
carne di maiale ed in altri prodotti raccolti nella nostra regione, la nostra ricerca, 
invece, in accordo con quanto rilevato nel resto d’Italia relativamente agli insaccati 
stagionati (Gianfranceschi et al., 2009, Pontello et al. 2012), evidenzia un incremento 
di tale sierotipo nella salsiccia sarda stagionata, prodotto tipico della nostra regione. 
Negli ultimi anni, infatti, in Italia è stato registrato un aumento dei casi di listeriosi 
da parte del sierotipo 1/2a ed un calo di quelli legati al 4b (Gianfranceschi et al., 
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caratteristiche che lo rendono più resistente alle condizioni sfavorevoli cui può 
andare in contro durante il processo di lavorazione degli alimenti a base di carne 
suina (Prencipe et al., 2012, Iannetti et al.2016).  
Il consumo di prodotti alimentari contaminati è considerato la principale causa 
listeriosi umana. Dopo l’ingestione la L. monocytogenes replica nel lume 
dell’intestino, supera la barriera intestinale ed entra nel circolo sanguigno e linfatico. 
La malattia si manifesta quando il microrganismo raggiunge organi come il fegato, la 
milza ed il sistema nervoso centrale, dove prolifera (Ciolacu et al., 2014). La capacità 
del patogeno di determinare lo sviluppo di una malattia nell’uomo è strettamente 
correlata alla presenza di determinati fattori di virulenza, la cui valutazione permette 
di stabilirei livelli di rischio di diversi ceppi di L. monocytogenes, poiché ogni fase 
del meccanismo patogenetico è legata all’espressione di uno o più fattori specifici. 
Nel nostro studio sono stati ricercati 10 tra i più importanti geni implicati nella 
patogenesi del microrganismo, ovvero, quelli del gene cluster prfA (prfA, plcA, plcB, 
mpl, hlyA, actA) ed i geni iap, inlA, inlB ed rrn. I geni del cluster prfA garantiscono il 
parassitismo intracellulare del patogeno ed in particolare il prfA influenza 
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stati riscontrati in maniera uniforme in tutti i ceppi analizzati con prevalenze che 
oscillano dal 97% al 100%. Al contrario, il gene actA, responsabile della 
polimerizzazione dei monomeri di actina cellulare e quindi della motilità intra ed 
extra cellulare del microrganismo, è stato riscontrato solo nel 30,5% degli isolati, in 
accordo con quanto osservato in altre ricerche (Olaniran et al., 2015) ma in misura 
inferiore rispetto quanto notato nello studio di Coroneo et al. (2016). Possiamo 
quindi affermare che il gene actA non è sempre presente in questo patogeno e la sua 
assenza, impedendo il movimento propulsivo verso il citoplasma delle cellule 
adiacenti, potrebbe ridurne la patogenicità. Relativamente ai geni che codificano per 
le due principali internaline, inlA e inlB, sono stati riscontrati rispettivamente 
nell’86,1 % e 100 % degli isolati. L’elevata prevalenza del gene inlA, fortemente 
studiato poiché responsabile dell’adesione ed ingresso del microrganismo nelle 
cellule epiteliali, osservata nella nostra ricerca, è in accordo con quanto rilevato da 
Wang et al. (2015a) e Wu et al. (2015). Al contrario, l’elevata prevalenza del gene 
inlB riscontrato nella nostra ricerca non trova conferma in altri studi che mostrano 
che tale gene non è sempre presente negli isolati di L. monocytogenes. I geni plcA, 




Simonetta Gianna Consolati – “Caratterizzazione molecolare di Listeria monocytogenes isolata nella Salsiccia Sarda 
Stagionata e negli impianti di trasformazione”. Tesi di Dottorato in Scienze Veterinarie – Ciclo XXIX 
Indirizzo: Produzione, Qualità e Sicurezza alimentare 
Università degli Studi di Sassari 
 
patogenetico, sono stati riscontrati in un gran numero di isolati (97,2%, 97,2%, 
100%, 100%, rispettivamente). L’alta prevalenza dei geni di virulenza in tutti gli 
isolati conferma il potenziale patogenetico dei ceppi isolati dagli alimenti RTE a base 
di carne, ritenuti uno dei principali veicoli di trasmissione del patogeno nell’uomo, 
mentre l’assenza del gene actA nel 69,5% degli isolati, potrebbe ridurre in parte il 
potere patogenetico. Tuttavia, Roche et al. (2009) hanno osservato che anche ceppi 
che non posseggono tutti i geni responsabili della virulenza risultano comunque 
patogeni. È stato infatti osservato che gli isolatiche non esprimono inlA o conforme 
inattive di inlB, plcA e plcB, sono in grado di infettare il 100% di topi inoculati, 
riuscendo ad invadere la cellula ospite e a lisare il vacuolo fagocitico, attraverso 
l’attivazione di altri meccanismi o la presenza di fattori di virulenza ancora 
sconosciuti (Du et al., 2017). La PCR multiplex conferma, quindi che tutti gli isolati 
di L. monocytogenes, pur non possedendo nel loro corredo genetico la serie completa 
dei geni che codificano per i fattori di patogenicità, sono potenzialmente pericolosi 
per il consumatore.  
La Pulsed-field gel elettroforesi (PFGE) è attualmente considerata la metodica di 
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monocytogenes per l’elevata riproducibilità e capacità di discriminazione (Martin et 
al., 2014). Nel nostro studio è stato possibile raggruppare i 28 differenti pulsotipi 
identificati soltanto in 4 Profili PFGE (A,B,C e D), rivelando una elevata diversità 
genetica. Ciascun Profilo era composto da isolati appartenenti al medesimo sierotipo. 
I dati raccolti, in accordo con quelli ottenuti in altri studi (Chen et al., 2009, 
Gianfranceschi et al., 2009, Iannetti et al., 2016) evidenziano, quindi, come i prodotti 
di origine animale possano essere contaminati da una grande varietà di ceppi 
geneticamente distinti ed in particolare all’interno degli stabilimenti di 
trasformazione sardi sia presente un elevato livello di diversità tra i ceppi raccolti. La 
distribuzione dei Profili PFGE da noi ottenuti può tra l’altro essere correlata allo 
stabilimento di produzione. Infatti, ad esclusione del profilo B, i pulsotipi erano 
specifici per ogni stabilimento e questo dato potrebbe indicare lo stabilimento come 
fonte di contaminazione. Durante la fermentazione e nei prodotti a lunga stagionatura 
i livelli di contaminazione da parte del microrganismo tendono a decrescere (10%) 
grazie all’instaurarsi di ostacoli allo sviluppo di L. monocytogenes (abbassamento del 
pH fino a valori minimi pari a 5, dell’aw fino a valori prossimi a 0,80 ed alte 
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microrganismo all’interno degli stabilimenti di produzione e soprattutto l’abilità 
dello stesso ad adattarsi anche a condizioni sfavorevoli, possono favorire il riscontro 
di L. monocytogenes nel prodotto finale (Thèvenot et al., 2005). Per questo, la 
presenza dello stesso profilo PFGE nella carne macinata, in salsicce a fine 
acidificazione e nelle salsicce stagionate, come nel caso dei profili B e C, evidenzia 
la capacità di alcuni ceppi di sopravvivere durante le fasi di fermentazione e 
maturazione del prodotto. L’utilizzo di questa metodica ha quindi fornito ulteriori 
informazioni relative agli isolati presenti nella salsiccia sarda stagionata e negli 
impianti di produzione.  
Negli ultimi decenni la resistenza agli antibiotici è considerata a livello mondiale un 
problema per la salute pubblica. La capacità di acquisire una certa resistenza 
antimicrobica da parte dei microrganismi è infatti in costante crescita ed è 
principalmente legata all’acquisizione degli stessi di materiale genetico da altri 
microrganismi appartenenti allo stesso genere. Pertanto, la presenza di tale resistenza 
in altre specie di Listeria aumenta la probabilità che venga acquisita dai 
microrganismi appartenenti alla specie L. monocytogenes. Lemaitre et al. (1998), 
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monocytogenes ed il 3% dei ceppi di L. innocua da loro testati mostravano resistenza 
a più antibiotici e questa poteva essere trasmessa ad altre Listeria spp. per mezzo di 
plasmidi. Nel nostro studio, su un totale di 58 ceppi appartenenti alle specie L. 
monocytogenes (36) e L.innocua (22) è stata testata la suscettibilità nei confronti di 9 
diversi antibiotici. I risultati mostrano livelli di resistenza agli antimicrobici diversi 
in base al farmaco considerato. Nel nostro studio abbiamo infatti riscontrato che il 
94,4% dei ceppi di L. monocytogenes ed il 91% dei ceppi di L.innocua ha mostrato 
resistenza ad almeno un antibiotico e tale resistenza favorisce la trasmissione della 
stessa ad altre specie di Listeria. Nei confronti delle Tetracicline è stato possibile 
osservare una resistenza pari al 100% degli isolati per entrambe le specie e questo, 
come ampiamente riportato in letteratura (Charpentier et al., 1995,  Charpentier et al., 
1999, Walsh et al., 2001), conferma l’aumento della resistenza tra i ceppi di Listeria 
spp. isolati da carni bovine, suine e di pollame e dall’ambiente e la causa sarebbe da 
ricercarsi nell’uso prolungato ed esteso di questi antimicrobici nell’uomo e, come 
promotori della crescita, negli animali (Gomez et al.,  2014). I ceppi appartenenti alla 
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resistenza al Cefotaxime (83,3%), sono infatti considerati naturalmente ed 
intrinsecamente resistenti alle cefalosporine (Yucel et al., 2005). 
La terapia di prima scelta nella cura della listeriosi umana è rappresentata 
dall’Ampicillina e dalla Gentamicina e la resistenza a questi antibiotici non 
rappresenta attualmente un problema per la salute pubblica poiché le listerie 
mostrano in genere ancora un’elevata sensibilità nei confronti di questi antimicrobici 
(EFSA, 2008). Anche nel nostro studioi ceppi testati hanno mostrato un livello di 
sensibilità piuttosto elevato nei confronti di Ampicillina (97,2% L.m. e 95,4% L.i) e 
Gentamicina (72,2% L.m. e 73% L.i.) mentre appaiono resistenti ai farmaci utilizzati 
come seconda scelta nel trattamento della patologia. Ad esclusione del 
Trimetoprim/Sulfametossazolo per il quale il 100% degli isolati di entrambe le specie 
è risultato sensibile, è stata riscontrata, infatti, nei ceppi di L. monocytogenes una 
notevole prevalenza di resistenza alla Vancomicina (64%) ed all’Eritromicina 
(55,5%) e questo ha un’importante rilevanza terapeutica se si considera che questi 
antibiotici vengono in genere utilizzati nel trattamento della listeriosi di particolari 
categorie della popolazione maggiormente vulnerabili, quali le donne in gravidanza o 
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Nel nostro studio, inoltre, abbiamo riscontrato una certa sensibilità dei ceppi di L. 
innocua (91%) al Cloramfenicolo in accordo a quanto riportato in precedenti studi 
(Barbuti et al.,1992) che sottolineano l’elevata sensibilità a questo antimicrobico da 
parte di ceppi isolati da prodotti a base di carne. Attraverso la valutazione dei profili 
di resistenza antimicrobica degli isolati appartenenti allo stesso Cluster, in cui sono 
stati raggruppati per mezzo della PFGE, è, inoltre, possibile ottenere ulteriori 
informazioni. Gli isolati appartenenti al Cluster 1 hanno mostrato tutti lo stesso 
profilo di resistenza (Ter Cip). Anche nei Cluster 2, 3 e 4 gli isolati presentavano tutti 
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I risultati del nostro studio hanno fornito dati interessanti sulla potenziale virulenza, 
l’affinità genetica e la sensibilità antimicrobica di isolati di L. monocytogenes nella 
salsiccia sarda stagionata e negli stabilimenti di produzione. La nostra ricerca 
sottolinea come L. monocytogenes sia presente non solo nella carne macinata e nel 
semilavorato ma anche nel prodotto finito e negli ambienti di lavorazione. Dai 
risultati ottenuti dalla sierotipizzazione si evince come i sierotipi predominanti 
riscontrati nei nostri isolati siano l’1/2c, l’1/2a, frequentemente identificati in casi 
epidemici e sporadici di malattia nell’uomo ed, in numero inferiore appartenenti al 
sierotipo 4b, maggiormente implicato nei casi di malattia nell’uomo associato al 
consumo di prodotti a base di carne. 
La discriminazione di ceppi virulenti da quelli non virulenti è fondamentale ai fini 
della valutazione del rischio, della sicurezza alimentare e in ambito sanitario. L’alta 
prevalenza dei geni di virulenza riscontrati in tutti gli isolati evidenzia il potenziale 
patogenetico dei ceppi esaminati, nonostante l’assenza del gene actA nel 69,5% degli 
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l’attivazione di altri meccanismi o l’attività di fattori di virulenza sconosciuti 
potenzialmente presenti. La PCR multiplex dimostra, quindi che tutti gli isolati di L. 
monocytogenes, pur non possedendo nel loro corredo genetico la serie completa dei 
geni che codificano per i fattori di patogenicità, sono potenzialmente pericolosi per il 
consumatore. I risultati della PFGE hanno evidenziato un grande livello di diversità 
tra gli isolati all'interno degli stabilimenti di produzione della salsiccia sarda 
stagionata, in accordo con i risultati di precedenti indagini svolte negli impianti di 
lavorazione della carne (Thevenot et al., 2006). Tale diversità è legata in particolare 
allo stabilimento di produzione che potrebbe essere ipotizzato come principale fonte 
di contaminazione. 
La presenza negli alimenti di ceppi di Listeria spp. resistenti ai comuni antibiotici 
può rappresentare un importante pericolo per il consumatore. Per questo, il 
monitoraggio della suscettibilità delle specie di Listeria agli antimicrobici può fornire 
utili informazioni. I ceppi esaminati nel nostro studio mostravano un elevato grado di 
sensibilità agli antimicrobici utilizzati come prima scelta nella terapia della listeriosi 
(Ampicillina e Gentamicina) ma una certa resistenza ai farmaci utilizzati come 
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in gravidanza e pazienti allergici ai ß-lattamici). Inoltre, elevati livelli di resistenza 
sono stati riscontrati anche nei confronti degli antibiotici comunemente impiegati 
nella cura delle principali patologie del suino (Eritromicina, Ciprofloxacina, 
Tetraciclina e Cefotaxime) a causa probabilmente del loro prolungato utilizzo 
all’interno dell’allevamento. L. innocua e L. monocytogenes sono due microrganismi 
geneticamente molto simili tra loro; per questo lo studio della sensibilità 
antimicrobica e della resistenza di L. innocua permette una maggiore comprensione 
dei meccanismi di resistenza agli antibiotici della L. monocytogenes. Inoltre i 
meccanismi di resistenza appartenenti a queste due specie potrebbero essere trasferiti 
ad isolati appartenenti ad altre specie di Listeria. 
In conclusione, il presente studio rappresenta un apporto alle conoscenze relative alla 
virulenza e alla caratterizzazione di L. monocytogenes isolati dalla salsiccia sarda 
stagionata e dagli stabilimenti di produzione e lo studio della sensibilità 
antimicrobica di L. monocytogenes e L.innocua, fornisce importanti informazioni 
relative alla sensibilità naturale o acquisita agli antibiotici, al fine di facilitarne la 
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TABELLE E FIGURE 
 










 n. % n. % n. % n. % 
Listeria spp. 3 12,5 12 50 9 37,5 24 43 












 n. % n. % n. % 
Listeria spp. 9 82 2 18,1 11 55 















 n. % n. % n. % n. % 
L. monocytogenes 7 12,5 14 52 6 22,2 27 57,1 
L. innocua 3 16 7 37 9 47,3 19 34 




Simonetta Gianna Consolati – “Caratterizzazione molecolare di Listeria monocytogenes isolata nella Salsiccia Sarda 
Stagionata e negli impianti di trasformazione”. Tesi di Dottorato in Scienze Veterinarie – Ciclo XXIX 
Indirizzo: Produzione, Qualità e Sicurezza alimentare 
Università degli Studi di Sassari 
 









 n. % n. % n. % 
L. monocytogenes 3 33,3 6 66,6 9 45 
L. innocua 2 13,3 1 7 3 15 








Prodotti Totale n. 36 
 n. % n. % n. % 
1/2 c 3 19 13 81,25 16 44,4 
1/2 a 6 43 8 57,1 14 39 












Fattori di patogenicità 
Multiplex 1 Multiplex 2 Multiplex 3 
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Tabella 10. Prevalenze relative alla della resistenza, sensibilità intermedia e 






Isolati L. monocytogenes 
 n. (%) 
Isolati L. innocua 
 n. (%) 
S I R S I R 
Penicilline Ampicillina 35 (97,2) - 1(3) 21(95,4) - 1(4,5) 
Amminoglicosidi Gentamicina 26(72,2) 4(11,1) 6(17) 16(73) - 7(32) 
Fenicoli Cloramfenicolo 19(53) 3(8,3) 14(39) 20(91) - 2(9) 
Tetracicline Tetraciclina - - 36(100) - - 22(100) 
Glicopeptidi Vancomicina 10(28) 3(8,3) 23(64) 22(100) - - 
Fluorchinoloni Ciprofloxacina 1(2,8) 3(8,3) 32(89) 12(54,5) 2(9) 8(36,3) 
Cefalosporine di 
III generazione 
Cefotaxime 6(17) - 30(83,3) 13(59) - 9(41) 
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Tabella 11. Profili di resistenza agli antibiotici degli isolati di L. monocytogenes in relazione al sierotipo 
Sierotipi N. Profili di resistenza di L. monocytogenes  
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Tabella 12. Profili di resistenza agli antibiotici degli isolati di L. innocua 
 Isolati N. Profili di resistenza L. innocua 








































Total  14 0  2 (9%) 14 (64 %) 5 (23%) 1 (4,5 %) 0 0 
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